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Uber Flavin und einen blau-fluorescierenden Stoff 
in der Netzhaut der Fischaugen. 


Von 


Hans von Euler und Erich Adler. 


(Aus der Zoologischen Station der Akademie der Wissenschaften in Kristineberg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Juli 1934.) 


In friiheren Mitteilungen?) haben wir iiber das Vorkommen von 


f Flavin in der Netzhaut des Auges berichtet. Insbesondere hatten 


sich die Augen mancher Fische als stark flavinhaltig erwiesen. 
Wir hatten nun Gelegenheit, eine Reihe von Meeresfischen der 


) schwedischen Westkiiste und des Skagerraks zu untersuchen; da- 


bei sollte mit Hilfe der von uns schon friiher angewandten Flu- 
orescenzmethode der Flavingehalt der Netzhaut bei verschiedenen 
Arten genauer quantitativ bestimmt werden und ferner sollte ver- 
sucht werden, dieses merkwiirdige Flavinvorkommen von biologi- 
schen Gesichtspunkten aus zu betrachten. Wir hatten schon friiher +») 
gefunden, daB nicht alle Fische eine sehr flavinreiche Netzhaut 
besitzen; so enthalt z. B. die Netzhaut von Hecht und von Acan- 
thias vulgaris nur etwa 0,5 y pro Gramm Frischgewicht. Auch 
bei denjenigen Fischarten, die wir nunmehr in den Kreis unserer 
Untersuchung zogen, fanden wir betrichtliche Schwankungen 
im Flavingehalt des Auges. 

Die Bestimmungen wurden in folgender Weise vorgenommen: 

Die Augen wurden von Linse und Glaskérper befreit*), die auf dem 
Augenhintergrund liegenden Gewebsschichten wurden gemeinsam oder, in 
manchen Fallen, getrennt lospripariert, mit der Schere zerkleinert und mit 
95°/,igem Athylalkohol unter mebrstiindigem Stehen extrahiert. Die Gewebe 
wurden dann noch 2mal unter 5—10 Minuten langem Erwirmen auf 70° 
mit 60°/,igem Alkohol behandelt. Die vereinigten alkoholischen Extrakte 
wurden dann mit Ather ausgeschiittelt, gegebenenfalls wurde Wasser 
zugesetzt, wobei Entmischung eintrat. In der wiBrigen Phase wurde die 
Flavinbestimmung entweder durch!¢) direkten Fluorescenzvergleich gegen 


Lactoflavinstandardlésungen oder durch Fluorescenzmessung im Stufen- 
photometer bei neutraler Reaktion vorgenommen. Gelegentlich wurde die 





1) Adler u. Euler, Sv. Kem. Tidskrift 45, 276 (1933). — b) Euler u. 
Adler, Arkiv f. Kemi 11B, Nr. 21 (1933). — ce) Euler u. Adler, Diese Z. 
223, 105 (1934). 

*) Wir danken Friulein E. Klussmann fiir ihre Hilfe beim Heraus- 
priparieren der Gewebsschichten der Augen. 
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Bestimmung auch colorimetrisch im Stufenphotometer durchgefiihrt; die 
Ubereinstimmung mit der fluorometrischen Methode war vollkommen. 


Wir geben zuniachst in der folgenden Tab.I die an Fischaugen 
gewonnenen Resultate wieder. Wo besondere Angaben iiber die der 
Extraktion unterworfenen Gewebsschichten des Auges fehlen, wurde 
der ganze Augenhintergrund extrahiert. Es ist in den meisten Fallen 
sehr schwierig, die Netzhaut von den iibrigen Schichten loszutrennen, 
was beim Rinderauge stets sehr leicht gelingt. Wir geben deshalb die 
gefundene Flavinmenge nicht pro Netzhaut, sondern einfach pro 
Auge an; das Gesamtbild wird dadurch nicht wesentlich beeintrichtigt. 


























Tabelle I. 
Anzahl Mew 
Fisch untersuchte Aus " y Flavin 
Augen Meerestiefe | per Auge 
1. Gadus minutus. ...... _ 12 87 
2. Labrus bergyltra ...... 6 50—100 62,5 
3. Gadus callarias, gemeiner Dorsch 
Pigmentschicht . ao 2 50 
eS a 2 Spuren 
4. Gadus pollachius, Retina + Pig- 
mentechicht ....... ae 8 25-30 
5. Sebastes viviparus ...... 6 250 25 
6. Gadus poutassou, Retina + Pig: 
mentschicht 6 250 20 
eS a ee a 6 — 
7. Cottus scorpius. ....... ’ 7 20 18 
8. Anarichas lupus, Seewolf . . 2 4 
9. Labrus ossifagus (mixtus), gemeiner 
eee ban 8 4 
10. Hippoglossoides platissoides a ees 4 100 2,6 
11. Gadus esmarcki. ........ 20 100 1,45 
12. Gadiculus argenteus Thori, Silber- 
ra a 4 250 1 
13. Trigla gurnardus ....... , 6 50 0,7 
14. Eledone cirrhosa, Moschuspolyp . 4 0,4 
15. Raja radiata, Rochen ..... . 2 100 < 0,2 
16. Labrus exoletus. .... . eas 100 
17. Squalus acanthias, Dornhai 6 vel. 
18. Ethmopterus spinax (Haiart) . . . 4 250 8. 6 
19. Crenilabrus melops ...... . 10 unten 
20. Lophius piscatorius, Seeteufel 2 


Die Frage, ob das in der Netzhaut vorkommende Flavin 
identisch ist mit den Flavinen, die in anderen tierischen Organen 
und in Pflanzen gefunden wurden, ist noch nicht eindeutig beant- 
wortet. Selbst fiir die von Ellinger, Koschara, Kuhn, Karrer 
und ihren Mitarbeitern in krystallisierter Form gewonnenen Flavine 
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aus verschiedenem Material ist noch nicht entschieden, ob sie 
unter sich identisch sind, wenngleich viel fiir eine Identitat spricht. 
Kin Vergleich der entsprechenden ,,Lumiflavine“ untereinander und 
mit dem von O. Warburg und W. Christian’) erstmalig gewon- 
nenen Lichtderivat des Hefeflavins diirfte auch auf Schwierigkeiten 
stoBen, da von R. Kuhn und H. Rudy‘) die Nichteinheitlichkeit 
von Lumilactoflavin erkannt worden ist. Die villige Ubereinstimmung 
zwischen den Higenschaften (in Lésung) des Flavins aus Fisch- 
augen und denen der bekannten reinen Flavine wurde schon in 
unserer friiheren Mitteilung!*) ausgefiihrt; wir konnten sie an dem 
erweiterten Material neuerdings bestiitigen. Die friiheren Angaben 
erginzend, sei noch erwihnt, daB auch das Flavin aus Netzhaut 
durch Belichten in alkalischer Lésung in chloroformldésliches 
,Lumiflavin’ iibergefiithrt werden kann. 

Die auffallendste Kigenschaft des Flavins aus Netzhaut ist 
seine Dialysierbarkeit. Wahrend in allen daraufhin untersuchten 
Geweben tierischer und pflanzlicher Herkunft das Flavin an einen 
hochmolekularen Traiger gebunden ist, liegt es in der Netzhaut 
offenbar als freier Farbstoff oder vielleicht in ganz lockerer Bindung 
vor. In PreSsiften von Organen oder in wiBrigen, unterhalb der Zer- 
stérungstemperatur des Flavin-Trigerkomplexes hergestellten Ex- 
trakten ist das Flavin zum gréBten Teil nicht dialysierbar, aus einem 
wiBrigen Extrakt von Netzhaut dagegen laBt es sich zum iiberwie- 
genden Teil dialysieren. Ein solcher Versuch sei hier beschrieben: 


Netzhaut (Retina+Pigmentepithel) von 4 Augen zweier frisch geschlach- 
teter Dorsche wurde mit Seesand fein verrieben und mit 15 ccm Wasser 
12 Stunden bei 0° stehen gelassen; hierauf wurde zentrifugiert und filtriert. 
12 cem einer triiben briiunlichen Lésung. In 3 ccm dieser Lésung wurde 
nach Fiillung mit 6 cem Alkohol der Gesamtflavingehalt fluorometrisch bestimmt. 
Er betrigt 12 7 Flavin pro Kubikzentimeter des urspriinglichen Extraktes; 
insgesamt wurden also 144 y Flavin extrahiert. Die restlichen 9 ccm 
des wiBrigen Extraktes wurden aus einer Kollodiumhiilse (hergestellt aus 
4°/,iger alkoholisch-dtherischer Kollodiumlésung) 12 Stunden gegen flieBendes 
Wasser von 10° dialysiert. Das Volumen der Lésung betrug jetzt 9,3 ccm. 
In 3cem dieser dialysierten Lésung wurde nun wiederum der Flavingehalt 
bestimmt und zu 0,67 per Kubikzentimeter gefunden. Es waren also 
95°, des gesamten im urspriinglichen Extrakt enthaltenen Fla- 
Vins in dialysierbarer Form vorhanden. Die gleichen Verhiiltnisse 
wurden auch bei Untersuchung anderer Fischaugen angetroffen. 


Verteilung. Die bisweilen im Vergleich zu anderen Geweben 


*) Naturw. 20, 688 (1932). 4) Ber. chem. Ges. 67, 1298 (1934). Nach- 
trag bei der Korrektur: Vgl. jedoch Ber. chem. Ges. 67, 1462 (1934). 
1? 
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Gewebsschichten des Auges verteilt, sondern in einer bestimmten 
Schicht, dem Pigmentepithel der Netzhaut, angehiuft5). Es gelingt 
in manchen Fillen, die verschiedenen Schichten in frischem Zu- 
stand voneinander zu trennen und gesondert zu untersuchen. So 
wurde beispielsweise bei Dorsch, bei Sebastes viviparus und bei 
Gadus poutassou die oberste Schicht der Netzhaut, in der die 
Stabchen und Zapfen liegen (Sehepithel), nahezu oder vdllig frei 
von Flavin gefunden, wihrend das dahinterliegende Pigmentepithel 
die in der Tabelle angefiihrten Flavinmengen enthielt. Auch bei 
den in groBen Meerestiefen lebenden Fischen, die unmittelbar 
nach dem Fang untersucht wurden und deren Retina noch mehr 
oder weniger intakten, noch nicht ausgebleichten Sehpurpur ent- 
hielt (kenntlich an der rétlichgelben Farbung der obersten Netz- 
hautschicht), war das Flavin nicht in der Sehpurpur fiihrenden 
Schicht, sondern im (melaninhaltigen) Pigmentepithel zu finden. 
Man kénnte demnach denken, daf das Flavin der Netzhaut weder 
morphologisch noch sehphysiologisch mit den Zipfchen und Stib- 
chen, bzw. dem Sehpurpur in direktem Zusammenhang steht. Ks 
ist jedoch méglich, daB die Pigmentschicht nur den Flavinspeicher 
darstellt, aus dem das Flavin je nach Bedarf, d.h. je nach dem 
Funktionszustand der Sehelemente in der Retina in sehr geringer 
Konzentration in die vordere Schicht wandern kann. Fiir das 
Melanin des Pigmentepithels ist eine solche Wanderung bekannt’) 
und fiir den Sehpurpur hat schon W. Kiihne’) wahrscheinlich 
gemacht, daB seine Regeneration nicht in der Retina, sondern 
im Pigmentepithel vor sich geht. 

Die im Pigmentepithel verschiedener Fische enthaltenen 
Flavyinmengen sind auferordentlich verschieden. Wenn dem 
Flavin eine physiologische Bedeutung fiir den Sehvorgang zu- 
kommen soll, so ware eigentlich eine gewisse Konstanz der in 
der Netzhaut enthaltenen Flavinmenge zu erwarten, wenigstens 
dann, wenn gleichzeitig mehrere Arten von Fischen untersucht 
werden, die unter den gleichen Lichtbedingungen lebten. Es zeigte 
sich jedoch, daB unter verschiedenen Arten, die zum gleichen 





5) Die Nomenklatur der Gewebsschichten des Auges ist nicht einheit- 
lich. Wir verstehen hier unter Netzhaut die Summe des Sehepithels 
(= der eigentlichen Retina) und des Pigmentepithels. 

6) Vgl. Wunder, Z. vergl. Physiol. 11, 749 (1930). — b) G.H. Parker, 
Ergebn. Biologie 9, 239 (1932). 

”) Untersuchungen a. d. Physiol. Inst. Universitit Heidelberg 1, 8 u. 
255 (1878). 
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Zeitpunkt aus demselben Aquarium entnommen wurden, der 
Flavingehalt der Netzhaut vollig ungleichartig sein konnte. Hoher 
oder niedriger Flavingehalt ist fernerhin nicht etwa spezifisch fiir 
gewisse Gattungen von Fischen; so fanden wir z. B. in der Netz- 
haut von Labrus bergyltra sehr hohe, in derjenigen von Labrus 
exoletus ganz niedrige Flavinwerte; wihrend einige Vertreter der 
Gattung Gadus (Gadus minutus, Dorsch [Gadus callarias], Gadus 
pollachius) sehr flavinreiche Netzhiiute haben, enthalten andere 
Reprisentanten derselben Gattung (Gadus esmarcki, Gadiculus 
argenteus) nur wenig Flavin. Es wird noch weiterer Untersuchung 
bediirfen, um festzustellen, ob etwa iiberhaupt individuelle Schwan- 
kungen vorliegen und in welchem MaBe eine Abhingigkeit von 
Alter, Geschlecht sowie von Umweltfaktoren besteht. Ferner hoffen 
wir, diese Untersuchung bald hinsichtlich der Lokalisation des 
Flavins durch mikroskopische Beobachtungen ergiinzen zu kénnen. 

Wie die Tab. I zeigt, tritt unter den untersuchten Fischaugen 
keine deutliche Beziehung zur Meerestiefe zutage, also auch 
nicht zu den unter normalen Lebensverhiltnissen aufgenommenen 
Lichtmengen. Man kénnte vermuten, daB fiir Tiefseefische be- 
sondere Sensibilisierung im Sehapparat notwendig ist. Es scheint 
aber, daB das Flavin an einer solchen Sensibilisierung nicht oder 
wenigstens nicht allein beteiligt ist. 

Um eine Vorstellung von der relativen Menge des Flavins in der 
Netzhaut zu erhalten, wire es notwendig, deren Gewicht zu kennen. 
Fir die Fischnetzhaut liegen unseres Wissens noch keine Gewichts- 
bestimmungen vor, wohl aber fiir die Netzhaut einiger Saugetiere *). 

Setzt man das Gewicht einer Dorschnetzhaut etwa demjenigen 
einer Netzhaut vom Schaf gleich [Frischgewicht etwa 0,1 g, Trocken- 
gewicht 12°/, §) entsprechend 0,012 g], so ergibt sich fiir die Dorsch- 
netzhaut ein Flavingehalt von 500 y per Gramm Frischgewicht 
bzw. 4175 y (4—5 mg) per Gramm Trockengewicht. (Bei Unter- 
suchung eines menschlichen Auges fanden wir in der Netzhaut 
nur 0,2—0,4 7 Flavin, entsprechend dem Flavingehalt der Saiuge- 
tiernetzhaut.) Zum Vergleich sei angefiihrt, daB die bisher be- 
kannten flavinreichsten Organe, Leber und Niere (vom Rind), 
20 y Flavin per g Frischgewicht bzw. 60 y per g Trockengewicht 
enthalten. Ferner enthilt 1 g Trockenhefe 20 y Flavin. 

Flavinreichen Netzhiuten kommt erwartungsgemiB eine ent- 
sprechende Vitamin-B,-Wirksamkeit zu: Drei Ratten er- 





*) Richard W. J. Miiller, Biochem. Z. 267, 43 (1933). 
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hielten zur gewéhnlichen Grundkost ®) tiglich ein halbes yon 
Linse und Glaskérper befreites Weiffisch-Auge (als B-Komple- 
mente wurden B, als acid clay-Adsorbat, sowie mit Frankonit 
behandelter Hefesaft verabreicht). Die mittlere tigliche Gewichts. 
zunahme betrug 1,9 g wahrend 28 Tagen. Bei einer weiteren 
Gruppe von 3 Ratten, die in gleicher Weise, aber ohne Zusatz 
von Hefesaft ernihrt wurden, betrug der Gewichtszuwachs nur 
0,5 g per Tag und Ratte. Die starke B,-Wachstumswirkung ist 
sicher auf den hohen Flavingehalt der Netzhaut zuriickzufiihren, 
wihrend B, im UnterschuB ist. 


Uber den blau-fluorescierenden Stoff der Retina. 


In Tab. I (Nr. 16—20) sind einige Fischarten angegeben, aus 
deren Netzhaut bei der Extraktion an Stelle des griin-fluorescierenden 
Flavins eine blau-fluorescierende Lisung erhalten wurde. Wie weiter 
unten ausgefiihrt wird, handelt es sich bei dem betreffenden Stoff 
vermutlich um ein Derivat des Flavins. Die blaue Fluorescenz tritt, 
wie wir an einigen Beispielen sehen konnten, bei verschiedenen 
Individuen derselben Art in mehr oder weniger starkem Ausmai 
an Stelle der griinen Fluorescenz; bei Labrus bergyltra kann man 
alle Stufen von rein griiner iiber blau-griine bis zu rein himmel- 
blauer Fluorescenz beobachten. Sichere Anhaltspunkte fiir die 
zur Ausbildung der griinen bzw. der blauen Fluorescenz ver- 
antwortlichen Bedingungen konnten dabei bisher nicht gefunden 
werden; die naheliegende Annahme, daf der blau-fluorescierende 
Stoff bei Anderung der Lichtverhiltnisse entsteht, lieB sich nicht 
einwandfrei beweisen; der blau-fluorescierende Anteil der Extrakte 
kann bei mehreren Tieren, die gleichzeitig dem Aquarium ent- 
nommen werden, betriichtlich schwanken. Auch Fische, die un- 
mittelbar nach dem Fang aus 250 m Tiefe untersucht wurden, 
kénnen rein blau-fluorescierende Extrakte liefern (z. B. Ethmopterix 
spinax). Ein Exemplar von Labrus bergyltra, das im Aquarium 
einer 5stiindigen Bestrahlung mit intensivem Sonnenlicht aus- 
gesetzt wurde, lieferte bei der Untersuchung der Netzhiute aller- 
dings einen rein blau-fluorescierenden Extrakt, aber auch die 
Netzhiute des Kontrolltieres, das bei diffusem Licht gehalten 
worden war, gaben rein blau, wenn auch schwach fluorescierenden 
Extrakt; ein Intensititsvergleich der blauen Fluorescenz beider 


°°) Vgl. Karrer, Euler, Adler u. Malmberg, Helvet. chim. Acta, 
Oktoberheft 1934, im Druck. 
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Lisungen im Stufenphotometer ergab, daf sich die Menge des 
blau-fluorescierenden Stoffes aus dem belichteten Tierauge zur 
Menge des blau-fluorescierenden Stoffes aus dem unbelichteten 
Tierauge ungefahr wie 2:1 verhielt. In Anbetracht der beob- 
achteten individuellen Schwankungen lassen sich jedoch aus 
diesem Versuch keine weiteren Schliisse ziehen. 


Es ist gleichgiiltig, ob man die Extraktion der Netzhaute in 
der eingangs beschriebenen Weise vornimmt, oder ob man das 
Erwirmen des Gewebes auf 70° unterliBt, in beiden Fallen kann 
man gleichmifig blau-fluorescierende Extrakte erhalten. Auch 
Extraktion des feinzerkleinerten Materials mit Wasser bei 0° 
kann blau-fluorescierende Lésungen liefern, und es ist zu be- 
merken, daB aus einem solchen wabrigen Extrakt der blau-fluores- 
cierende Stoff durch Dialyse entfernt werden kann, genau wie das 
entsprechend extrahierte Flavin (vgl. S. 3). 


Es ist also sehr wahrscheinlich, daB der blau-fluorescierende 
Stoff nicht ein Kunstprodukt, sondern einen natiirlichen Bestandteil 
der Netzhaut darstellt. 


In seinem Léslichkeitsverhalten entspricht der blau- 
fluorescierende Stoff véllig dem Flavin; er geht bei der Ent- 
mischung des wiiBrig-alkoholischen Extraktes mit Ather in die 
wiBrige Phase; der wifSrigen Lésung lift er sich mittels Chloro- 
form nicht oder nur in Spuren entnehmen. 


Wie bei Flavin (Kuhn u. Mitarb.) gelingt auch bei dem 
blau-fluorescierenden Stoff die Adsorption an Frankonit aus neu- 
traler wiBriger Loésung, die Elution gelingt ebenfalls mit Pyridin— 
Methanol—Wasser. 


Sehr charakteristisch ist die p,-Abhangigkeit der Blau- 
fluorescenz. Auf der sauren Seite findet ein rascher Abfall 
der Fluorescenzintensitit statt. Schon bei p, = 5,5 ist die 
Abschwichung der Fluorescenz deutlich, bei p, = 4,5 — 4,0 
ist die Ausléschung nahezu vollstandig, bei p,, = 3,5 — 3,0 (Essig- 
siure oder Phosphatpuffer) ist keine Fluorescenz mehr zu beob- 
achten. Durch Abstumpfen kann die Fluorescenz reversibel her- 
vorgerufen werden. Im alkalischen Medium ist die Fluorescenz 
dagegen bestiindig, es findet héchstens eine Anderung des Farb- 
tons yon einem etwas violettstichigen Blau (beim Neutralpunkt) 
zu einem etwas griinstichigen Blau statt. In dieser p,-Abhingig- 
keit der Fluorescenz weicht der blau-fluorescierende Stoff vom 
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Flavin®) wesentlich ab. Flavin und ebenso Lumiflavin sind 
amphotere Substanzen, der blau-fluorescierende Stoff verhalt sich 
dagegen wie eine ausgesprochene Base. R. Kuhn und F. Baer") 
haben nun kiirzlich berichtet, dab gewisse Chinoxalin-Derivate, 
naimlich 2,3-Dioxychinoxalin und N-N’-Dimethyl—alloxazin durch 
blaue Fluorescenz ausgezeichnet sind; die letztgenannte Substanz 
verliert die Fluorescenz im sauren Medium, wihrend bei alkalischer 
Reaktion die Fluorescenz nur langsam und zwar vermutlich durch 
hydrolytische Offnung des Pyrimidinringes verschwindet. Die 
py-Abhangigkeit der Fluorescenz dieses Alloxazinderivates ent- 
spricht also im Prinzip ganz derjenigen unseres blau-fluores- 
cierenden Naturstoffes. Ein Unterschied zwischen beiden Stoffen 
besteht jedoch in der Resistenz gegen Alkali: die Blaufiuorescenz 
des Retinastoffes wird nimlich in 0,1 n-KOH selbst beim 10stiin- 
digen Erwirmen auf 80—90° nicht zerstort. 

Wir haben schon friher’*) das Vorkommen blau-fluo- 
rescierender Stoffe besonders im Corpus luteum, aber auch in 
anderen Organen beobachtet; neuerdings gelang P. Karrer?}) die 
Isolierung eines blau-fluorescierenden Lichtderivates von Lactoflavin. 
Wenngleich alle Schliisse iiber die chemische Natur des blau- 
fluorescierenden Stoffes aus Netzhaut nur mit gréB8ter Vorsicht 
gezogen werden diirfen, da sich alle Beobachtungen lediglich auf 
ungereinigte Lésungen des Stoffes beziehen, so erscheint doch 
die Annahme einer Verwandtschaft des blau-fluorescierenden Stoffes 
mit Flavin wohl berechtigt. Nach dem gegenwirtigen Stand der 
Konstitutionsermittlung der Flavine halten R. Kuhn und Mit- 
arbeiter das Vorliegen eines Chinoxalinsystems mit einem an- 
gegliederten, alkalilabilen (Pyrimidin-) Ring fiir méglich und es 
scheint, daB die blaue Fluorescenz gerade an das Chinoxalin- 
system gekniipft ist. Das Fehlen des sauren Charakters beim 
blau-fluorescierenden Netzhautstoff kénnte so gedeutet werden, 
daB eine Abspaltung des alkalilabilen Ringes oder eine Sub- 
stitution des sauren H-Atoms im Flavin stattgefunden hat; da- 
mit wiirde gleichzeitig die Alkalibestindigkeit der blauen Fluo- 
rescenz verstindlich. 

Die charakteristische p,,-Abhingigkeit der blauen Fluorescenz 
gestattet es, in Mischungen von Flavin und blau-fluorescierendem 


® R. Kuhn u. G. Moruzzi, Ber. chem. Ges. 67, 888 (1934). 
1”) Ber. chem. Ges. 67, 898 (1934). 
") Privatmitteilung; Helvet. chim. Acta, im Druck. 
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Stoff, wie man sie hiufig bei der Extraktion von Netzhiuten 
erhalt, beide Komponenten nebeneinander deutlich sichtbar zu 
machen. Eine solche, bei neutraler Reaktion blau-griin-fluores- 
cierende Lisung zeigt nimlich bei essigsaurer Reaktion die rein 
grine Flavinfluorescenz, wiihrend bei alkalischer Reaktion (p,, > 12) 
die Flavinfluorescenz ausgeléscht wird und die Blaufluorescenz 
rein zutage tritt. 

Das wichtigste Charakteristikum der Flavine ist die von 
0. Warburg und W. Christian?’) entdeckte Lichtreaktion in 
alkalischer Lésung, bei der unter Abspaltung des Kohle- 
hydratrestes '*) das chloroformlésliche ,,Lumiflavin“ entsteht. Wie 
bereits erwihnt, gelangte P. Karrer bei Bestrahlung von Lacto- 
flavin in neutraler oder saurer Lésung unter Luftzutritt zu einem 
,Lumichrom“ genannten, blau-fluorescierenden Derivat, das wahr- 
scheinlich den ,,Kohlehydratrest“ ebenfalls nicht mehr enthilt, 


jedoch weniger chloroformlislich ist als Lumiflavin. Belichtet 


man eine alkalische Lésung der blau-fluorescierenden Retina- 
substanz unter Bedingungen, bei denen im Parallelversuch eine 
vollstiindige Umwandlung von Lactoflavin in Lumiflavin erfolgt, 
so ergibt sich folgendes: 

Die Blaufluorescenz der alkalischen Lésung ist erhalten ge- 
blieben. Beim Ausschiitteln der alkalischen belichteten Lésung 
mit Chloroform geht ein prachtvoll violett fluorescierender Stoff 
in das Chloroform iiber; die Intensitit der Violettfluorescenz 
bleibt jedoch hinter der Blaufluorescenz der wiBrigen Phase 
zuriick; selbst bei 6 maligem Ausschiitteln mit Chloroform enthalt 
der Chloroformextrakt noch violett-fluorescierende Substanz. Die 
bei der Belichtung offenbar aus dem blau-fluorescierenden Stoff 
gebildete neue Substanz besitzt also eine geringe aber deutliche 
Chloroformléslichkeit. Aus der Chloroformlésung l4Bt sich der 
violett-fluorescierende Kérper durch Ausschiitteln wieder in Wasser 
tiberfiihren, und die Fluorescenz der wiBrigen Lisung ist etwas 
blaustichiger violett als die der urspriinglichen Chloroformlésung. 

Die Tatsache, daB durch Belichtung der blau-fluorescierenden 
Substanz (die, wie oben erwihnt, vor der Belichtung nicht 
chloroformléslich ist) ein in Chloroform léslicher Kérper entsteht, 
deutet darauf hin, daB in Analogie zum Flavin der primire blau- 
tluorescierende Stoff die ,,Kohlehydratseitenkette“ noch enthilt, sie 





™) Biochem. Z. 266, 377 (1933). 
8) Kuhn, Rudy u. Wagner-Jauregg, Ber. chem. Ges. 66, 1950 (1933). 
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aber bei Belichtung in alkalischer Lésung verliert. Das chloro. 
formlésliche Lichtprodukt wiirde dann dem Lumiflavin bzw. dem 
,Lumichrom“ Karrers entsprechen. 

Die Lichtreaktion erlaubt eine weitgehende Trennung der 
Flavin- und der blau-fluorescierenden Komponente bzw. ihrer 
Photoderivate in Extrakten, die beide Komponenten enthalten, 
Man schiittelt die belichtete Lisung zuerst bei alkalischer Reak- 
tion mit Chloroform aus; dabei wird das saure Lumiflavin in der 
wiBrigen Schicht zuriickgehalten, wihrend das violett-fluorescie- 
rende basische Bestrahlungsprodukt in die Chloroformphase geht: 
siiuert man die alkalische Liésung hierauf mit Essigsaure an, s80 
kann man das Lumiflavin mit Chloroform ausziehen (griine 
Fluorescenz). Die zuriickbleibende wiBrige Lésung zeigte, wieder 
alkalisch gemacht, noch blaue Fluorescenz. Wahrscheinlich ist 
die photochemische Umwandlung des blau-fluorescierenden Stofies 
unvollstindig verlaufen. 

Der blau-fluorescierende Stoff der Retina ist gegen Reduk- 
tionsmittel anscheinend sehr bestiindig. Durch Hydrosulfit in 
alkalischer Lésung wird die blaue Fluorescenz nicht zum Ver- 
schwinden gebracht; behandelt man mit Zinkstaub in salzsaurer 
Lésung (die Fluorescenz ist infolge der sauren Reaktion aufge- 
hoben), so kehrt beim Neutralisieren der Lésung die Fluorescenz 
unverindert wieder. Auch durch Ascorbinsiure wird die Blau- 
fluorescenz nicht beeinfluBt. 

Wir konnten die beschriebenen Beobachtungen bisher nur 
an rohen Lésungen anstellen; da wir aber glauben, daB eine 
Reindarstellung des blau-fluorescierenden Naturstoffes noch erheb- 
lich viel Zeit in Anspruch nehmen wird, teilen wir diese Ergeb- 
nisse jetzt schon mit, weil sie vielleicht Anregung geben kénnen zum 
weiteren Studium von kiinstlich aus Flavin gewonnenen blau-fluores- 
cierenden Derivaten. Deren genauere Kenntnis kénnte ihrerseits 
wieder die Bearbeitung der natiirlich vorkommenden Flavinmodi- 
fikationen erleichtern. 


Anhang. 
Flavin in anderen Organen von Meerestieren und in Pflanzen. 


Gelegentlich der Untersuchung des Flavingehaltes von Fischaugen 
bestimmten wir auch den Flavingehalt einiger anderer Fischorgane sowie 
einiger Organe von Evertebraten. Die untersuchten Fischorgane weisen 
durchweg niedrige Flavinwerte auf und im Vergleich hierzu ist die 
extrem hohe Flavinmenge der Netzhaut mancher Fischaugen besonders 
bemerkenswert. 
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Tabelle II. 
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H wide Flavin per g 
_— Organ *, iascnsicinaa 
1, Raja clavata ...... oo 1 Ei 4—5 
9, Labrus exoletus. . ee Hoden 0,1 
3, Labrus ossifagus, Lippfiseh a " 0,5 
4, Gadus callarias . ie, i. 1 
Leber 0,5 
5. Myxine glutinosa . . . Kier 2,8—3 
¢. Psammechinus miliar., regul. ‘Seeigel'*) Hoden 0,8 
Ovarien 0,7 
7, Echinus esculentus, regul. Seeigel . “ Spuren 
8, Eledone cirrhosa, Tintenfisch. . . . Eier - 
9. Volsella modiolus. ...... . .. | Leberschliuche 2 
Kiemen Spuren 


4) Ausgehend von dem Befund, daB die Spermien von Psammechinus 
miliaris nicht unerhebliche Mengen von Gesamtflavin enthalten, wurden 
einige orientierende Versuche angestellt tiber die Dehydrasewirkung 
der Spermien dieser Echinodermen und der ihnen nahestehenden irreguliren 


- Seeigelart Brissopsis lyrifera. Was uns in dieser Hinsicht besonders 


interessiert hat und hier weiter verfolgt wird, ist die Rolle der Flavine bei 
der Dehydrasewirkung von Geschlechtszellen und die Entwicklung des 
Dehydrasesystems bei der Befruchtung der Eier, sowie die Aufteilung 
der Dehydrasewirkung auf Flavinenzym und farblose Dehydrase [vgl. 
hierzu auch Euler u. Klussmann, Arkiv f. Kemi 11B, Nr. 23 (1933) und 
Wagner-Jauregg, Rauen u. Moller, Diese Z. 224, 67 (1934)]. 


Fiir unsere Versuche wurden die Testes der Seeigel herauspripariert 
und in Wasser mit einem Salzgehalt von 27 pro Mille suspendiert, nachdem 
mikroskopisch konstatiert war, da8B die Spermien lebendig waren. Die 
Konzentration der Suspensionen wurde durch volumetrische Messung nach 
hartem Zentrifugieren zu 4°/, bestimmt. Temperatur 30°. Als Donator 
erwies sich 10°/, iger Athylalkohol geeignet, der zugleich mit Phosphat ver- 
setzt war, so daB die Reaktionsmischung im Thunberg-Rohr py = 7 betrug. 


Mit Brissopsis- bzw. Psammechinus-Spermien wurden je 6 Thunberg- 
Réhren folgendermaBen angesetzt: 


0,5 eem Spermien-Suspension + 0,5eem 10°/, ige Alkohol-PO,-Lésung 
+0,5eem Acceptor (in 2 Réhren jeder Serie Mb 1: 20000, in 4 Réhren 
Lactoflavin-Lésung 1:40000). Teils mit, teils ohne Zusatz von 0,1 ccm Co- 
Zymase-Lisung 210 Co/eem; ACo = 70000. 


Die Entfirbungszeit in beiden Serien (Psammechinus und Brissopsis) 
betrug sowohl fiir Mb als fiir Flavin im Mittel 35 Minuten + 2 Minuten. 
Die Tatsache, daB hier Flavin wie Methylenblau entfirbt wird, ist besonders 
bemerkenswert. Der geringe Einflu8 der Co-Zymase fiel uns in Riicksicht 
auf die Ergebnisse von Euler und Adler an Flavinenzym auf [Diese Z. 
195 (1984)]; es scheint, daB die Spermien geniigend Co-Zymase ent- 

lelten, 
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RegelmaBigkeiten lassen sich diesem kleinen Versuchsmaterial noc} 
nicht entnehmen. Der erhebliche Gehalt der Eier von Rochen und Myxine 
erinnert an den hohen Flavingehalt des Hiihnereies. 

Die Annahme, da8 das erhéhte Vorkommen von Flavin in Fischaugen 
ganz allgemein mit den durch das Leben im Wasser bedingten beson. 
deren Lichtverhiltnissen in Zusammenhang stehen kénnte, veranlaBte uns, 
auch im Wasser lebende Pflanzen auf Flavin zu untersuchen. Fiir héhere 
Landpflanzen haben wir kiirzlich einige Flavinwerte angegeben"), Wi; 
haben nun 3 Arten von Meeresalgen untersucht; die Flavinwerte pro Gramm 
Frischgewicht liegen hier jedoch eher niedriger als bei Landpflanzen. 


Ascophyllum nodosum .. . 0,2 y Flavin per Gramm Frischgewicht 
Fucus vesiculosus .. 0,1—0,2 7 
Fucus serratus........ 0,1 


? ”? ” ”? 


9 ”? ”? ”? 


Der K. schwed. Akademie der Wissenschaften ist der eine 
von uns fiir die Bewilligung eines Stufenphotometers zu unseren 
Flavinarbeiten aus den Mitteln des Hierta-Retzius-Forschungs. 
fonds zu groBem Dank verpflichtet. 


Dem Prifekten der Zoologischen Station Kristineberg der 
Akademie der Wissenschaften, Herrn Prof. Dr. Einar Linnberg, 
und dem Vorstand der Station, Herrn Dr. Gunnar Gustafson 
driicken wir auch hier unseren besten Dank fiir freundliche Aut- 
nahbme und fiir alle Hilfe bei der Beschaffung der Tiere und 
bei dem biologischen Teil unserer Arbeit aus. 


1) H. vy. Euler, E. Adler u. A. Schlétzer, Diese Z., 226, 87 (1934). 
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 Oxydationsschutz der Ascorbinsdiure durch tierisches Gewebe. 


Von 
L. De Caro und M. Giani. 
Mit 4 Figuren im Text. 





(Aus dem Biologischen Forschungslaboratorium der 8. A. Carlo Erba, Mailand.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Juli 1934.) 


In einer vorhergehenden Arbeit’) hat einer von uns angegeben, daB 


- eine wiBrige Lésung von Ascorbinsiiure in Gegenwart eines Breis von 


tierischem Gewebe (Meerschweinchen), mit und ohne Zusatz von Ringer- 


| lisung und Phosphaten, bei py = 7,4, ¢= 18° und 37°C, nach einer 
- Stunde, einen praktisch noch gleichen Gehalt an 2,6-Dichlorphenolindo- 


phenol reduzierender Siure aufweist. Da eine wibrige Lésung von As- 
corbinsiure, durch Zugabe von */,,n-Natronlauge auf pq = 7,4 gebracht, 


unter gleichen experimentellen Bedingungen nach einer Stunde einen Teil 
_ ihres Reduktions-Anfangswertes verliert, erscheint die Annahme berechtigt, 


daB tierisches Gewebe irgendwie die Oxydation der Ascorbinsiiure durch 


_ atmosphirischen Sauerstoff verhindert. Dieses Ergebnis entspricht dem von 
| St. Huszak?’) mitgeteilten Befund iiber die Gegenwart einer mit Trichlor- 
 essigsiiure extrahier- und mit Bleiacetat fillbaren Substanz im Neben- 


nierenmark, welche die Reduktion der Silbersalze durch Ascorbinsiure 
verhindert. Auch Zitronen- und Paprikasaft reduzieren, wie Huszak 
berichtet, nach Behandlung mit Bleiacetat Silbersalze viel intensiver; es 
handelt sich wahrscheinlich um analoge oder mit den von Zilva‘) in 
den Pflanzen gefundenen identische Substanzen, die das Vitamin C vor 
der Oxydation zu schiitzen vermégen. 


In der vorliegenden Untersuchung wird gezeigt, daB besagte 
Fahigkeit, die Oxydation der Ascorbinséure zu verhindern, allen 
in Betracht gezogenen tierischen Geweben (Meerschweinchen) 
eigentiimlich ist und von einer oder mehreren Substanzen ab- 
hingt, die ihnen durch verschiedene Extraktionsmittel entzogen 
werden kénnen. Der biologische Zweck der Anwesenheit dieser 
Substanzen ist wahrscheinlich der eines Schutzmechanismus, da 
die Ascorbinsiure sich leicht und irreversibel in Gegenwart von 
Luftsauerstoff schon bei p, = 7,4 oxydiert und somit im Blut 
und im Gewebe leicht zerstért wiirde. Sie wiirde ihrer Aufgabe, 
die, wie allgemein angenommen wird, darin besteht, Wasserstoff 
zu tibertragen, entzogen, falls die schiitzende Wirkung obiger 
Substanzen nicht vorhanden wire. So erklirt es sich, daB die 
Ascorbinsiure im tierischen Gewebe zum gréBten Teil sich in 





1) Diese Z. 223, 229 (1934). *) Diese Z. 222, 229 (1933), 
*) Biochemic. J. 22, 779 (1928). 


~ 


14 L. De Caro und M. Giani, 


reduziertem Zustande vorfindet. Das gleiche ist auch fiir de 
Zustand im pflanzlichen Gewebe bekannt. 


I. Wirkung des Gewebebreis und des waBrigen, alkoholischen 

und trichloressigsauren Extraktes. 

Wir haben zunichst damit angefangen, die Wirkung des 
Gewebebreis und der entsprechenden Extrakte (Wasser, Alkohol, 
Trichloressigsiure) auf die Oxydation der Ascorbinsiure 2 
vergleichen. 


Die Versuche wurden unter konstanten Bedingungen durchgefiihrt: 
a) Gewebemenge: 1g; Extraktmenge entsprechend 1 g Gewebe. b) Zeit: 
4 Stunden. c) Temperatur: 37°C. d) Ascorbinsiiure: 11,0—11,5 mg. e) Vo- 
lumen: 30 cem. f) py = 7,4 durch Zusatz von Phosphatpuffer (10 cem m/15), 
Wie sich aus der Tab. III ergibt, beeinflussen die Phosphate in der 
oben angegebenen KonzentrationsgréBenordnung die Oxydation der As- 
corbinséure nicht merklich. Der Gewebebrei wurde durch Verreiben mit 
Quarzsand bereitet: der wiBrige Auszug, durch Aufschwemmen der Breis 
in Wasser, 2—3 Minuten langes Aufkochen und Filtrieren; der alkoholische 
Auszug: dureh Verreiben des Gewebes in 95°/,igem Alkohol und Filtrieren; 
der trichloressigsaure Auszug: durch Verreiben des Gewebes mit einer 
2,5°/,igen Loésung von Trichloressigsiure und Filtrieren. Dieser letztere 
Auszug wurde, bevor er auf gleiches Volumen gebracht wurde, mit Natron- 
lauge neutralisiert. Die Ascorbinsiiure (C. Erba) wurde vor und nach 
Zusatz des Gewebebreis und der Extrakte mit einer etwa m/500-Lésung 
von 2,6-Dichlorphenolindophenol titriert, die gegen Ascorbinsiiure eingestellt 
war; diese war ihrerseits mit einer n/100-Jodlésung titriert. Die Titration 
in den einzelnen Versuchen wurde mit 10°/,iger Trichloressigsiure, nach 
Auffiillung auf 5 cem und Abkiihlung auf 15°, durchgefiihrt. 
Zu jedem Versuch gehért ein Blindversuch: Ascorbinsiure + Phosphate 
+ Wasser und, im Falle der alkoholischen und _ trichloressigsauren 
Ausziige, + Alkohol + Trichloressigsiiure (neutralisiert mit Natronlauge). Die 
Mengen sind die gleichen wie die, die den Extrakten zugesetzt worden waren. 
Subtrahiert man die Ascorbinsiiuremenge des entsprechenden Blindver- 
suches von der nach dem Versuch gefundenen Ascorbinsiuremenge und setzt 
man diese Differenz in Beziehung zu der urspriinglich zugegebenen Menge 
Ascorbinsiure, so erhilt man die vor der Oxydation geschiitzte Menge 
Ascorbinsdure, d. h. einen in Prozenten ausdriickbaren Wert, welcher der 
Schutz- oder inhibitorischen Wirkung proportional ist. Die Gesamtheit 
dieser Daten ist in der Tab. I wiedergegeben. 


Aus ihr ergibt sich, da die schiitzende Wirkung des Ge- 
webebreis und die des wiBrigen und alkoholischen Auszugs von 
gleicher GréBenordnung sind, etwas geringer im trichloressig- 
sauren Auszug. Die untersuchten Gewebe sind: Leber, Niere, 
Nebenniere, Skelettmuskel, Blutserum. Das defibrinierte Blut, 
mit intakten oder himolysierten Blutkérperchen, hat eine merklich 
schwichere Wirkung als das Gewebe; gewaschene rote Blutkérper- 
chen (in physiologischer Lésung) zeigen eine sehr geringe Wirkung. 

Da, wie weiter unten ausgefiihrt wird, die Ringersche 
Lisung und ihre hauptsichlichen Bestandteile in gewisser Kon- 


Tabelle I. 
ae eae ee m /1%-Phosnhate oo 
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zentration ebenfalls 


L. De Caro und M. Giani, 


die 


eine 


Oxydation von Ascorbinsiiury 


hindernde Wirkung haben, erschien es uns wiinschenswert, z 
untersuchen, ob ein Teil der mit Gewebebrei beobachteten Wirkuns 
auf den Gehalt an Mineralstoffen zuriickzufiihren sei, der normaler 
weise in den Geweben und Fliissigkeiten des Organismus sich findet 


Wie sich aus der letzten Vertikalreihe der Tab. I ergibt 


beeinflussen die Aschenriickstiinde') von je 1g Gewebe (Niere 
Leber, Blutserum), im gleichen Volumen gelést wie bei der An 
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STUNDEN 
Fig. 1. 


Tabelle II. 


wendung des frischen Ge- 
webes selbst, nur in zu ver- 
nachlissigender Weise die 
Oxydation der Ascorbin- 
siure. Das ist auch aus Fig.1 
abzulesen. (Die Oxyda- 
tionswerte sind mit der 
manometrischen Methode 
von Warburg bestimmt.) 


In der Tat wird die 
oxy dationsschiitzende Wir. 
kung seitens der Lisungen 
von NaCl, KCl, CaCl, erst 
von einer héheren Konzen- 
tration als 0,01 n an merk- 
bar und nihert sich der 
vom frischen Gewebe aus- 
geiibten bei einer Konzen- 
tration von 0,1n(vgl.Tab.1I. 
Bemerkenswert ist die von 
Ringerlésung _ausgeiibte 


WiBrige Lésung der Ascorbinsiiure py = 7,0—T7,4 (mittels Zugabe von 
verdiinnter Natronlauge). — 4 Stunden bei 87°. 

















Salzkonzentration oane ) : 
NaCl | 
0,1 n. 44 
0,01 n. — 
0,001 n. _ 








°/, Ascorbinsiure bewahrt vor Oxydation 


KCl 





CaCl, 








41 | 48 
8 | 7 
| 


1) Hier als ungefiihrer Ausdruck der normalen anorganischen Gewebe- 
bestandteile betrachtet. 
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Schutzwirkung, die allmahlich mit der Verdiinnung abnimmt, 


wie sich aus Tab. III und Fig. 2 ergibt. 


WiBrige Lisung der Ascorbinsiiure (10—12 mg in 30 ccm). 


Tabel 


le IIL. 


4 Stunden bei 37°. 


Sie fehlt bei der Ver- 


i ae 7,4. 
































Phosphat- °/, Ascorbinsiure |} ccm Ringerlésung |°/, Ascorbinsiure 
konzentration bewahrt + Phosphate bewahrt 
Pu = 7,4 vor Oxydation |j(vgl. Text) py =7,4] vor Oxydation 
m/15 13 0,1 0 
1 1 
m/30 5 2 9 
5 10 
m/45 0 10 25 
15 45 
30 55 
Ascorbinsiuremg33 in Phosphat™45 pH:74 | 
» 8 > » »® Ringer. Phosphat'7%4$ pHa 


emm aufgenommener Sauerstoff 





» 48 » Wasser pH:45 
» » » WassereRinger pH4s 











STUNDEN 
Fig. 2. 


diinnung 1:30, die einer Konzentration anorganischer Salze 
gleicher GréBenordnung entspricht, wie sie bei der Verreibung 


von 1 g frischem Gewebe mit 30 ccm Wasser vorliegt. 


Anderer- 


seits ist zu bemerken, da8, wenn wir auch von unserem aus- 
schlieBlich experimentellem Gesichtspunkt aus die Schutzwirkung 
der Mineralfraktion der Gewebe und Extrakte nicht in Betracht 
ziehen, dieser Effekt doch in vivo voll wirksam wird, da die 
anorganische Salzkonzentration etwa 30mal gréBer ist als die 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX XVIII. 


2 
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Tabelle : 
WaBriger Auszug Trichloressigsaurer Auszug 
Gewebe, */o Ascorbin- Gewebe, "lo — Gewebe, 
siure siure 
dem Auszug Leen wed dem Auszug Lene eos dem Auszug 
entsprechend Oxydation entsprechend Oxydation entsprechend 
Leber von Leber von Leber von 
normalen normalen normalen 
Meerschweinchen Meerschweinchen Meerschweinchey 
0,010 g 16 0,017 g 18 0,001 g 
0,025 31 0,040 | 35 0,007 | 
0,051 49 0,086 | 42 0,015 
0,102 41 0,172 | BO 0,046 
0,255 58 0,860 | 48 0,077 
0,510 62 | 0,155 
0,320 
Leber von 0,800 
Meerschweinchen Skelettmuskel 1,000 
in Avitaminose C von normalen | 2,300 
seit 23 Tagen Meerschweinchen | 
| 
0,010 g 19,0 0,015 g 9,0 Leber von 
0,024 52,0 0,075 11,0 | Meerschweinchen 
0,050 69,0 0,150 15,0 | in Avitaminose ( 
0,150 71,0 seit 21 Tagen 
0,742 65,0 0,008 g 
0,017 
| 0,040 
| 0,080 
1,000 

















von uns experimentell mit 1 g Gewebe verwirklichte, d. h. prak- 
tisch der Konzentration der Ringerlisung entspricht. 
ist zu bedenken, daB im lebenden Gewebe kleine Mengen Kupfer 
und Eisen vorhanden sind, die, wie v. Euler’) gezeigt hat, die 


Oxydation der Ascorbinsiure bedeutend beschleunigen. 


Immerhin 


Nachdem wir festgestellt hatten, daB die Substanz oder die 
Substanzen, die die Oxydation verhindern, in unsere Ausziige 
iibergehen (etwas weniger ist dies der Fall bei dem trichloressig- 


1) Diese Z. 217, 1 (1933). 


sauren Auszug), haben wir bestimmen wollen, welche Beziehung 
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RIV. 
Alkoholischer Auszug 
ke eRe . = | eo 
}°), Ascorbin- Gewebe, “lo = Gewebe, °/) Ascorbin- 
siure siure saure 
‘| bewahrt vor dem Aussug bewahrt vor dem Auszug bewahrt vor 
| Osxydation entsprechend Oxydation entsprechend Oxy dation 
Niere von Skelettmuskel von | 
normalen normalen | 
Meerschweinchen Meerschweinchen | 
0 0,011 g 0 0,015 g | 2,0 
3,0 0,045 24,0 0,075 7,0 
10,0 0,075 32,0 0,150 12,0 
14,7 0,148 43,0 0,750 58,0 
23,6 0,741 58,0 | 
44,4 | Skelettmuskel von | 
47,5 Niere von Meerschweinchen | 
52,6 Meerschweinchen in Avitaminose C | 
54,0 in Avitaminose C seit 26 Tagen | 
64,0 | seit 26 Tagen 0,016 g | 0 
0,011 g 5,0 0,072 | B,D 
0,045 17,0 0,725 65,0 
0,075 | 29,0 
0,148 36,0 Blutserum von 
0,740 | 47,0 normalen | 
30 = | | Meerschweinchen | 
6,0 | Nebenniere von 0,1 eem 0 
9,0 | Meerschweinchen 0,4 10,0 
51,0 | in Avitaminose C 0,8 | 57,0 
65,5 seit 26 Tagen 
0,272 g 15,0 Blutserum von 
Meerschweinchen 
in Avitaminose C 
seit 25 Tagen 
0,1 ccm 0 
| 0,4 | 4,0 
| 0,8 | 65,0 








zwischen Extraktmenge (ausgedriickt als Gewebe) und Schutz- 
wirkung vorliegt, und die geringste Menge bestimmen wollen, 
die den kleinsten, noch feststellbaren Effekt ergibt. Wie sich 
aus den Daten der Tab. IV ablesen laBt, ist diese Menge 
recht niedrig und entspricht etwa 10—15 mg Gewebe mit einer 
Schutzwirkung von 16°/, bei wiBrigem Auszug. Im alkoholischen 
Extrakt nahert sich diese Menge 50 mg Gewebe, da Wirkungen 
unter 10°/, als innerhalb der experimentellen Fehlergrenzen 
liegend anzusehen sind. 

Jedoch ist das Verhiltnis: Extraktmenge—Schutzwirkung 


auf die Oxydation nicht sehr gesetzmiBig; wenn die Ergebnisse 
Q* 
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graphisch wiedergegeben werden, bemerkt man manchmal nennens- 
werte Abweichungen. Aber das hindert uns nicht,-den beobach- 
teten Vorgang dahin zusammenzufassen, daB, wenigstens in ge- 
wissen Grenzen, die Schutzwirkung der Extraktmenge proportional ist. 


II. Wirkung der Filtrate nach Fallung des wa8rigen Auszuges 
mit Hg- oder Pb-Salzen. 


Wir sind dann dazu iibergegangen, den waBrigen Auszug 
durch Fallung mit Sublimat zu reinigen. Das Filtrat, das nach 
Fallung des Quecksilberiiberschusses mit H,S, Vertreibung des 
letzteren und Neutralisierung mit Natronlauge erhalten wurde, 
ist vollkommen klar und besitzt die volle Wirkung der Ausgangs- 
lésung. Das ergibt sich aus den in Tab. V veréffentlichten 
Werten. Auch die Fallung mit Bleiacetat gibt ein Filtrat, das 
sich genau so verhalt wie das iiber Quecksilber gewonnene. 
(Leber—Muskel — vgl. Tab. V und Fig. 1—3). 






































Tabelle VY. 
Gewebeextrakt, gereinigt iiber Hg-Salze. 
Leber Niere Skelettmuskel 
_F ro a Sg es SS | 2 o ¢ ee "SS | 8 or 
o N Se ia, © oN a |2 Fos oN a j;2, 9 
Ss5a8 (S481 CSn kd (SE49] SSuZ | 58H 
Bw 8 ‘9 Saac BS So |$3ae B'S 95ac 
* 8 ~ ane bh > 8 Pa Iga & be o © qaeh 
COEF @ 1]. ES] 508 B21 t ES] O88 2a [ES 
= > 2 s + 2 | © - 2 
0,004 g 9 0,011 g 29 0,012 g 15 
0,008 10 0,056 55 0,061 41 
0,170 20 0,220 63 0,185 65 
0,344 44 0,450 | BB 0,432 78 
0,500 60 | 
1,000 60 | 
*)0,500 66 | 
*) 1,000 62 | 
Nebenniere Hoden Gehirn 
0,093 g 38 O114g | 56 0,124g | 22 
0,119 40 0,458 | 70 1,000 | 62 








*) Gereinigt iiber Pb-Salze 


Wir kénnen demnach schon jetzt nach unseren Versuchs- 
ergebnissen die Méglichkeit ausschlieBen, daB die aus dem Gewebe 
stammende Substanz oder Substanzen, die bei der Verhinderung 
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der Oxydation von Ascorbinsiure eine Rolle spielen, mit der von 
Huszak angegebenen Substanz identisch sind. Letztere findet sich 
jim Mark der Nebenniere und verhindert die Farbung des Gewebes 
durch Silbersalze in Gegenwart von Ascorbinsiure, ist jedoch mit 
Bleiacetat fillbar. 


Kontrollversuche, die mit den Liésungen der Aschenriick- 
stinde obengenannter Filtrate (in entsprechender Menge) und mit 
Sublimatlésungen (die genau wie die Extrakte behandelt worden 
waren) vorgenommen wurden, beweisen, daB die Schutzwirkung 
praktisch unabhingig ist von der anorganischen Salzfraktion, die 
aus den zugegebenen Reagentien stammt. 














= a Ascorbinsaure ms.23 
8 5 : > » Leberextrant fone. Leber} gereinigt Uber He-Salze = 
x ‘ » —— os me > «+ «+ Pp-Salze a 
E " —_" 4 
+ 200. ee 
ml 
. i 
= 
& 100! / 
= in 
= a 
5 mm / —— 
=| i = 
3) a  . 
i 2 3 4 a & 
STUNDEN 
Fig. 3 
Ill. Wirkung 


einiger wasserloslicher organischer Elementarbestandteile der Zelle 


Wir haben die Wirkung der Zucker, einiger Aminosiuren 
und der Adenylsiure auf die Oxydation der Ascorbinsiure unter- 
sucht. Wie sich aus der Tab. VI ergibt, iiben Glucose, Liivulose 
und Saccharose keinerlei Wirkung aus; Glykokoll und Alanin 
schiitzen ein wenig; Adenylsiure weist einen deutlich stirkeren 
Effekt auf als die vorhergehenden Aminosiuren; Cystin, Cystein 
und Glutathion schiitzen, reduziert oder oxydiert, am stirksten. 
Die Wirkung der letztgenannten Substanzen auf die Verlang- 
samung der Oxydation der Ascorbinsiure zeigt sich bei stirkster 
Verdiinnung, ahnlich wie man es beim KCN beobachtet, da sie 


| bei einer 1/100000 M-Konzentration noch sehr deutlich ist (vgl. 


Fig, 4), 


22 


L. De Caro und M. Giani, 


Tabelle VI. 


WaBrige Lésung der Ascorbinsiure 20 cem + m/15-Phosphat, py = 7,4. 


10 cem. — 4 Stunden bei 37°. 





* aromas, 





























mg Ascorbinsiure 
Subst Menge bees 
— in mg | angewandt| gefunden "lo bewahrt 
| vor Oxydation 
Glucose ’ 15 11,2 1,4 ; ™ 
Kontrollversuch . _ 11,2 1,4 | 
Fructose , 15 10,9 18 | — 
Kontrollversuch . — 10,9 8 | 
Saccharose .... 15 10,9 1,8 -—- 
Kontrollversuch . . — 10,9 1,8 | 
Glykokoll. ..... 15 11.2 3,0 | 14 
Kontrollversuch . . . — 11,2 1,4 
Alanin . ii 15 10,9 3,8 | 18 
Kontrollversuch . . — 10,9 18 | 
Cystein. . ‘ 15 10,9 9,4 | 69 
Kontrollversuch . a 10,9 1,8 | 
Cystin ‘ 10 11,2 8,3 58 
asaeilipaeciile : _— 11,2 1,8 
Glutathion 2 11,3 98 | 60 
Kontrollversuch . . . — 11,3 3,0 
Adenylsaures Sutetom 15 11,3 1,9 | 55 
5 11,3 6,0 | 38 
Kontrollversuch . ‘ — 11,3 1,6 
- 
@ A. a. i... —s H 
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Inwieweit der Wirkungsmechanismus dieser Aminosiuren und der 
Adenylsiiure sich mit der bekannten Wirkung der Cyanide vergleichen libt, 
die darin besteht, freie Fe- oder Cu-lonen, bekannte positive Katalysatoren 
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der Ascorbinsiureoxydation (v. Euler), als Komplexsalze zu blockieren, 
kénnen wir in der vorliegenden Arbeit noch nicht mit Bestimmtheit an- 
eben. Weitere Untersuchungen sind nétig, um diesen Punkt zu kliren. 
Vorliufig kénnen wir mit GewiBheit sagen, dab Cystein und reduziertes 
Glutathion die Oxydation der Ascorbinsiiure verhindern, und dies durch 
einen Mechanismus tun, fiir den die Gegenwart der Sulfhydrylgruppe 
nicht unbedingt nétig ist, da man eine Schutzwirkung gleicher GréBen- 
ordnung mit aiquimolekularen Liésungen von Cystin und oxydiertem Glut- 
athion (oxydiert mit Sauerstoff bei py = 9,5 und 60° bis zum Verschwinden 
der Reaktion mit Nitroprussidnatrium) einerseits und den entsprechenden 
reduzierten Formen andererseits erhalten kann. Uber den von oxydiertem 
Glutathion ausgeiibten Schutzeffekt ist zu bemerken, daB der absolute Wert 
dieses Effektes oft niedriger ist als der der entsprechenden reduzierten 
Form; indessen beginnt er bei gleichniedriger Konzentration aufzutreten 
wie bei der reduzierten Form d.h. bei 0,05 mg in 30 cem (Schutzeffekt~ 
= 15°/,). | Behandelt man gem&8 der beschriebenen Methode Lésungen 
von 1 mg Glutathion (oxydiert oder reduziert), so erhilt man Filtrate, die 
noch etwa 45—50°/, der vorhandenen Ascorbinsiiure (10—11 mg) vor Oxy- 
dation schiitzen. Dieses Ergebnis 1a8t sich mit der Annahme erkliren, daB 
das von uns angewandte reduzierte Glutathion nicht zu 100°/, reduziert 
ist, sondern noch einen Teil der Substanz in oxydierter Form enthiilt; sonst 
miiBte man annehmen, da8 die Quecksilberfillung des reduzierten Glut- 
athions nicht vollstindig ist, was wir fiir weniger wahrscheinlich halten. 
Das Fortbestehen der Fihigkeit oxydierten Glutathions, im Filtrat vom Hg- 
Niederschlag die Oxydation der Ascorbinsiure zu verhindern, erlaubt uns 
vielleicht, wenigstens zum Teil das Verhalten der von uns angewandten 
Gewebeextrakte zu erkliren. Man kann nimlich annehmen, daB ein Teil 
der von ihnen ausgeiibten Schutzwirkung gegen die Oxydation der Ascorbin- 
siure auf die Gegenwart kleiner Mengen oxydierten Glutathions zuriick- 
zufiihren ist, das entweder als solches schon vorher in den Extrakten vor- 
handen war oder sich bei deren Zubereitung bildete. Vom quantitativen 
Gesichtspunkt aus kann diese Annahme auch fiir die kleinen Gewebe- 
mengen (einige Zehntel Milligamm) aufrecht erhalten werden, wenn man 
damit rechnet, daB wenigstens 20°/, des Gesamtglutathions sich in oxy- 
dierter Form vorfindet und wenn man bedenkt, bei wie starker Verdiinnung 
noch Glutathion, sei es oxydiert oder reduziert, auf Ascorbinsiure wirkt. 
Dieser Erklirung stiinde das Resultat entgegen, das man mit Blutserum 
erhilt, da die Abwesenheit von Glutathion in diesem physiologischen Mittel 
bekannt ist. Aber wenn man bedenkt, da8 Blutserum (alkoholischer Extrakt) 
dem Gewebe gegeniiber in mindestens 10facher Menge vorhanden sein 
mu8, um eine Wirkung gleicher Gré8enordnung auf die Oxydation von 
Ascorbinsiure auszuiiben (0,4 ccm alkoholischer Serumextrakt sind ver- 
gleichbar mit 15—40 mg Gewebe-Alkoholextrakt), so ist als nicht unwahr- 
scheinlich anzunehmen, da8B im Serum und, allgemeiner, im Blutplasma, 
sehr geringe Mengen von Glutathion vorhanden sind, die mit den fiir diese 
Substanz gewéhnlich angewandten Methoden weder nachweisbar noch be- 
stimmbar sind. Andererseits kénnen wir auf Grund unserer Resultate die 
Méglichkeit nicht ausschlieBen, daB irgendeine andere Substanz vorliegt, 
die imstande ist, die Oxydation der Ascorbinsiure zu hemmen. Jedenfalls 
ist anzunehmen, daB in vivo Glutathion, sowohl in reduzierter als auch 


94 L.DeCaro u. M. Giani, Oxydationsschutz der Ascorbinsiure usy, 


in oxydierter Form, eine Schutzwirkung auf Ascorbinsiure gegeniiber 
molekularem Sauerstoff ausiibt, indem ihre Oxydation behindert oder ver. 
langsamt wird. 


IV. Zusammenfassung. 

Durch die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen er. 
halt die von Green?) angefiihrte Erklirung eine experimentelle 
Grundlage. Gemif diesem Forscher ist die Tatsache, da die 
Ascorbinsiure, obgleich leicht und irreversibel durch den atmo- 
sphirischen Sauerstoff oxydiert, sich in reduziertem Zustande in 
den Geweben findet, darauf zuriickzufiihren, daB in den Geweben 
stabilisierende Substanzen auftreten, welche die Autooxydation 
der Ascorbinsiure auf einen Mindestwert herabdriicken. Der 
wiBrige, alkoholische und trichloressigsaure Auszug aus dem Ge- 
webe eines normalen oder in Avitaminose befindlichen Meer- 
schweinchens setzten, wie der Gewebebrei, die Oxydation der 
Ascorbinsaéure in vitro merklich herab. 

Der waBrige Extrakt behilt im Filtrat der Fallung mit H¢- 
oder Pb-Salzen seine Schutzwirkung unverindert bei. 

Die Ringersche Liésung und ihre wichtigsten Salzbestand- 
teile verzégern in einer Konzentration von 0,1 m ebenfalls be- 
trichtlich die Oxydation der Ascorbinsiure. Glucose, Livulose 
und Saccharose erweisen sich unwirksam. Glykokoll und Alanin 
sind schwach, aber deutlich wirksam; Adenylsiure aus Hefe 
(Na-Salz) wirkt stirker; Cystein und Glutathion, auch in der oxy- 
dierten Form, hindern die Oxydation der Ascorbinsiure sehr 
stark, etwa in gleicher GréBenordnung an Masse und Verdiinnung 
wie Cyankali. Den meisten dieser im Gewebe vorhandenen 
Stoffen (insbesondere dem Glutathion und den Mineralsalzen, mit 
Ausnahme der Fe- und Cu-Salze) ist wahrscheinlich die Tatsache 
zuzuschreiben, daB der gréBte Teil der Ascorbinsiure nicht vom 
molekularen Sauerstoff im lebenden Gewebe oxydiert wird; jedoch 
ist die Gegenwart anderer Stoffe mit gleicher Wirkung nicht 
auszuschlieBen. Was die Wirkung der Extrakte anbetrifft, so 
ist es nicht unwahrscheinlich, daB sie, wenigstens zum Teil, auf 
die Gegenwart geringster Mengen von reduziertem oder oxydiertem 
Glutathion zuriickzufiihren ist. 





1) Biochemic. J. 27, 1044 (1933). 
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Eine Farbenreaktion der Iso-Ascorbinsiure. 
(Iso-Vitamin C). 
Von 


Mareell Baechstez und Guido Cavallini. 





(Aus dem Chemischen Forschungslaboratorium der 8. A. Carlo Erba, Milano.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Juli 1934.) 


In der Absicht, Vitamin C (Ascorbinsiiure) und Iso-Vita- 
min ©) (das einzige Isomere zum natiirlichen Vitamin C, das 
antiskorbutisch wirkt) voneinander durch eine Reaktion zu 
unterscheiden, priiften wir die von Szent-Gyérgyi kiirzlich’) 
angegebene Farbenreaktion mit FeSO,. Die Reaktion verliuft 
jedoch mit beiden Substanzen in gleicher Weise und eine Diffe- 
renzierung ist auf diesem Wege nicht méglich. Wir untersuchten 
nun die Wirkung anderer komplexbildender Metalle wie Co, Ni, 
Cu, Mn, Cr, Mo, ohne eine charakteristische Reaktion zu beob- 
achten. Dagegen fanden wir im Verhalten des Urans eine Unter- 
scheidungsméglichkeit. 

Wird eine 1°/,ige Ascorbinsiurelisung (Carlo Erba) gerade 
alkalisiert, dann mit 2 Tropfen einer etwa 10°/, igen Uranyl- 
acetatlésung versetzt, so tritt eine schwach briiunliche Verfarbung 
auf, die bei Zusatz von einigen T'ropfen konzentrierter Natron- 
lauge wieder verschwindet, um einer amorphen Fillung von 
Natriumdiuranat Platz zu machen. Wendet man in gleicher 
Weise Iso-Vitamin C%) an, so erhalt man nach Zusatz des Alkalis 
eine starke Farbvertiefung nach braunrot zu, und die Lésung 
bleibt ungetriibt. Die Farbung ist noch in starker Verdiinnung 
sichtbar und tritt auch in Mischungen beider Vitamine auf. Sie 
ist nicht zu einem Leukokomplex reduzierbar. 

Die beobachtete Reaktion li8t sich somit dahin zusammen- 
lassen, daB der mit Iso-Vitamin C entstehende uranhaltige 
Komplex bei stark alkalischer Reaktion stabil ist, wihrend er 
beim Vitamin C zerfillt. 


Kin gleiches Verhalten gegeniiber Uranylacetat zeigt die o-Dihydroxy- 
gruppe*) aromatischer Verbindungen: wihrend Brenzcatechin, Pyrogallol 


6 Bachstez u. Cavallini, Eine Farbenreaktion der Iso-Ascorbinsiure 


Oxyhydrochinon, Gallussiure, Alizarinsulfosiiure Farbvertiefung und Be. 
stindigkeit mit Alkali zeigen, zerfallen die Komplexverbindungen yon 
Resorein, Hydrochinon und Phloroglucin. 


Da Vitamin C (I) und Iso-Vitamin C (IJ) 


=) 
= 
© 
a 
=) 
= 
© 








C—OH C—OH 
- HG 
OH—C—H H—C—OH 
CH,OH CH,OH 
(I) (II) 


nur durch die sterische Anordnung der Hydroxylgruppe am C-Atom 5 ver- 
schieden sind, muB wohl die erhéhte Bestindigkeit des Uranylkomplexes 


auf die gréBere Nihe der Hydroxylgruppe in 5 zu den anderen Hydroxylen 
zuriickzufiihren sein. 
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Uber das antineuritische Vitamin. 
(3. Mitteilung.) 


Von 


A. Windaus, R. Tschesche und R. Grewe. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitétslaboratorium in Géttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Juli 1934.) 


Im Jahre 1931 haben Windaus, Tschesche, Ruhkopf, 
Laquer und Schultz?) die Darstellungen von krystallisiertem, 
antineuritischem Vitamin aus Hefe beschrieben und festgestellt, 
daB es sich um eine schwefelhaltige Verbindung handelt; ihr 
Vitamin besaB eine hoéhere physiologische Wirksamkeit als das im 
Jahre 1927 von Jansen und Donath’) aus Reiskleie bereitete, 
das nur Kohlenstoff, Wasserstoff, Sauerstoff und Stickstoff enthalten 
sollte. Seitdem ist das krystallisierte antineuritische Vitamin 
mehrfach und nach verschiedenen Methoden sowohl aus Reiskleie 
wie aus Hefe gewonnen worden. Alle diese Priparate enthalten 
Schwefel und unterscheiden sich nicht merklich in ihren Eigen- 
schaften. Man hat darum angenommen, daB das antineuritische 
Vitamin aus Reiskleie und dasjenige aus Hefe miteinander identisch 
sind und eine einheitliche Verbindung darstellen. Fiir dieses 
Vitamin haben Windaus, Tschesche und Ruhkopf?) die Formel 
C,.H,,N,OS aufgestellt; demgegentiber vertritt Ohdake‘) die 
Formel C,,H,,N,O,S oder C,,H,,N,O,S und van Veen) die 
Formel C,,H,,N,0,8. 

In der letzten Zeit ist nun von Peters®) wie auch von 
van Veen’) behauptet worden, da8 das bisher fiir einheitlich an- 
gesehene Vitamin B, durch weitere Reinigungsverfahren in seiner 
Wirksamkeit auf das Doppelte gesteigert werden kénne; demnach 
miiBte unser Priparat noch etwa 50°/, Verunreinigungen enthalten. 
Wir halten dies fiir sehr unwahrscheinlich, haben aber alsbald mit 
der Nachpriifung begonnen und werden dariiber berichten, sobald 
wir zu einem sicheren Ergebnis gekommen sind. Wegen der Kost- 
barkeit des Materials schreiten alle Untersuchungen am Vitamin B, 
nur langsam voran. 


98 A. Windaus, R. Tschesche und R. Grewe, 


In der vorliegenden Arbeit teilen wir einige Abbauversuche 
mit, die wir an unserem Vitamin B, vorgenommen haben. Bei der 
vorsichtigen Oxydation mit Salpetersiure ist es gelungen, aus 
dem Vitamin zwei gut charakterisierte Bruchstiicke mit 
je 5 Kohlenstoffatomen zu erhalten. Da sie zweifellos aus ver. 
schiedenen Bezirken des Vitamin-Molekiils stammen, sind in diesen 
beiden Bruchstiicken 10 von den 12 Kohlenstoffatomen erfaBt worden, 

Darstellung des Athylesters C,H,,0,N,. Als Ausgangsmaterial 
fiir diesen Versuch dienten 100 mg krystallisiertes Vitamin B,-hydro- 
chlorid. Zur Bereitung des salpetersauren Salzes wurde diese 
Menge in 15 ccm Wasser gelést, die Lisung mit einigen Tropfen 
Salpetersiiure angesaiuert und in der Wirme mit verdiinnter Silber. 
nitratlésung versetzt, solange noch ein Niederschlag von Silber- 
chlorid entstand; dann wurde abfiltriert und das Filtrat im Vakuum 
sowelt wie méglich eingedampft; hierbei blieb das salpetersaure 
Vitamin in eisblumenartigen Krystallen zuriick; diese lésten sich 
leicht in 2 ccm konzentrierter Salpetersiure (Dichte 1,4), ohne dai 
bei Zimmertemperatur eine sichtbare Kinwirkung erfolgte. Wir er- 
wirmten darum die Lésung langsam im Wasserbad; bei 60° fiarbte 
sie sich gelb und begann nach etwa 20 Minuten lebhaft Stickoxyde 
zu entwickeln; diese Gasentwicklung dauerte etwa 40 Minuten an, 
lieB dann nach und hatte nach weiteren 40 Minuten fast vollstiindig 
aufgehért. Nunmehr wurde die Salpetersiiure im Vakuum bis auf 
einen kleinen Rest verdampft, der Riickstand wurde in Wasser 
gelést und die Lésung mit Bariumhydroxyd versetzt, solange noch 
ein Niederschlag entstand, das ausgefillte Bariumsulfat wog 13,2 mg. 
das ist 1/, derjenigen Menge, die bei vollstindiger Oxydation des 
Schwefels zu Schwefelsiiure hitte entstehen miissen. Die nach 
dem Abfiltrieren des Bariumsulfatniederschlags erhaltene Liésung 
wurde im Vakuum bei niedriger Temperatur soweit als méglich 
eingedampft, der Riickstand in wenig Wasser gelist, wieder ein- 
gedampft und diese Operation so oft wiederholt, bis die Salpeter- 
siure fast vollstiindig vertrieben war. Beim Erwirmen mit 20 ccm 
absolutem Alkohol ging der zihfliissige Riickstand bis auf einen 
kleinen Rest in Lésung, die Lisung wurde filtriert, auf die Hilfte 
des urspriinglichen Volumens eingeengt und mit dem dreifachen 
Volumen absolutem Ather versetzt. Nach kurzem Umschwenken 
bildeten sich reichliche Mengen einer gelben, flockigen Substanz, 
die nicht zur Krystallisation zu bringen war. Die alkoholisch- 
itherische Lésung wurde im Vakuum zur Trockne eingedampit; 
der erhaltene Riickstand war nur schwach gelb gefarbt und 
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krystallin; er lieS sich sehr gut aus wenig Hssigester umkrystalli- 
sieren und wurde aus diesem Liésungsmittel in farblosen Nadeln 
erhalten, die sich je nach der Raschbeit des Erhitzens zwischen 
146—153° zersetzten. Ausbeute 10 mg. 


Die neue Substanz ist leicht léslich in Ather. Sie enthilt 
Stickstoff, aber keinen Schwefel. Gegen Kongopapier reagiert sie 
sauer; gegeniiber Diphenylamin und Schwefelsiiure sowie gegen 
Ferrosulfat und Schwefelsiiure zeigt sie Salpetersiurereaktion. 

4,935, 4,842 mg Subst.: 6,980, 6,885 mg CO, u. 2,280, 2,180 mg H,O. — 
4,770, 3,329 mg Subst.: 0,801 (22°, 753 mm), 0,537 (19°, 763 mm) ccm N,. — 
4,327, 3,183 mg Subst.: 4,480, 3,570 mg AgJ. 


C,H,,N;0; Ber. C 38,68 H 5,11 N 19,37 OC,H, 20,74 
Gef. »» 38,59 Bt » 19,25 » 19,86 
»» 38,78 5,04 5» 18,93 4 Mit. 


Wie die Analyse zeigt, enthilt die Verbindung eine Athoxyl- 
sruppe. Wir haben es also bei dem Abbauprodukt C 7H, 0, N, mit 
dem salpetersauren Salz eines Athylesters zu tun, dem eine Saure 
von der Formel C,H,O,N, entspricht. Da das Vitamin kein Athoxyl 
enthalt, ist die Veresterung wahrend der Aufarbeitung des Reak- 
tionsprodukttes erfolgt. Uber die Konstitution der Verbindung 
C.H,O,N, kénnen wir noch keine sichere Aussage machen; die 
Annahme, daB es sich um eine Imidazol-essigsiiure oder eine 
Methyl-imidazol-carbonsiure handelt, ist naheliegend; von diesen 
sind die vier folgenden bekannt: 


HC—NH lei 


| cH = CH, 
1) C-N 2) C—-NZ 
| 
CH,—COOH COOH 
CH,—COOH CH,—C—NH 
CH—-NC ; " ae DoH 
3) || Jou 4) C—N 
CH—N | 
COOH 


Wir haben diese vier Siuren mit Alkohol und etwas kon- 
zentrierter Salpetersiure behandelt, haben aber dabei kein Nitrat 
erhalten, das mit unserem Abbauprodukt aus Vitamin B, identisch 
gewesen wire. Auch die Absorptionsspektren von 1) und 2) waren 
von dem Spektrum unserer Verbindung weitgehend verschieden. 





*) Herrn Professor F. L. Pyman danken wir vielmals fiir eine Probe 
dieser Siiure. 
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Es erscheint also méglich, daB unser Vitamin-Abbauproduk 
kein Imidazol-derivat ist; es handelt sich vielleicht um ein Dioxy. 
methyl-pyrimidin. 

Darstellung der Verbindung C,H,O,NS. Aufer der Verbindung 
C,H,,N,0, haben wir noch eine zweite aus dem Reaktionsprodukt 
zu isolieren vermocht. Schon Vorversuche hatten gezeigt, daf bei 
der Oxydation des Vitamins mit Salpetersiiure ein in Wasser 
schwer léslicher Stoff entsteht, der im Vakuum der Wasserstrahl. 
pumpe oberhalb 150° in Wiirfeln sublimiert. Dieselbe Substanz 
erhielten wir, als wir alle Riickstiinde und Mutterlaugen, die bei 
der Darstellung der Verbindung C,H,,0,N, iibrig blieben, ver- 
einigten und im Vakuum zur Trockne eindampften. Das so er- 
haltene Material liste sich nicht mehr vollstiindig in Wasser; der 
schwer lésliche Anteil (A) wurde abfiltriert, das Filtrat wurde mit 
Ather ausgezogen und der Atherextrakt eingedampft; aus dem 
Riickstand lieB sich ein weiterer, in Wasser schwer léslicher An- 
teil (B) gewinnen. A und B wurden vereinigt und bei 160° und 
12 mm Quecksilber sublimiert; die erhaltenen Krystalle wurden 
ein zweites Mal gegen eine mit Wasser gekiihlte Flache im Vakuum 
sublimiert. Ausbeute 12 mg rein weiBer Nadeln. 


Die Eigenschaften der Verbindung sind die folgenden: Beim 
Erhitzen im Kapillarrohr fairbt sie sich von 200° ab rot und 
zersetzt sich oberhalb 250° unter Aufschiumen. In den meisten 
Lésungsmitteln ist sie ziemlich schwer léslich; die wiBrige Lésung 
reagiert sauer gegen Lackmus; sie firbt sich an der Luft gelblich; 
von verdiinnten Saéuren oder verdiinnten Alkalien wird die Sub- 
stanz leicht gelést. Beim Erwirmen mit starken Alkalien spaltet 
sie, ebenso wie das Vitamin selbst, Ammoniak und Schwefel- 
wasserstoff ab. 

4,555, 4,855 mg Subst.: 7,020, 6,690 mg CO, u. 1,520, 1,420 mg H,0. — 
2,950, 3,112, 4,860 mg Subst.: 0,239 (24°, 747 mm), 0,254 (23°, 742 mm), 0,347 
(24°, 750 mm) cem N,. — 8,900 mg Subst.: 14,510 mg BaSQ,. 


C,H,0.NS Ber. C4193 H352 °N 9,78 § 224 
Gef. 9 42,03 » 2,99 yy 9,28 yy 22,4 
» 41,89 9 3,65 » 9,02, 9,19 — 


Bei der Behandlung mit itherischer Diazomethanlésung bildet 
der Stoff C,H,O,NS quantitativ einen Methylester, der durch 
Sublimation leicht rein erhalten werden kann; der Ester schmilzt 
bei 73—74° und bildet farblose Nadeln, die in den iiblichen organ- 
schen Lésungsmitteln leicht léslich sind; in Wasser ist der Methy!- 
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ester schwer léslich; in verdiinnten Sauren list er sich dagegen leicht 
auf, mit Phosphorwolframsiure gibt er ein schwer lésliches Salz. 
4,734 mg Subst.: 7,990 mg CO, u. 1,890 mg H,O. — 5,337 mg Subst.: 


0,441 (23°, 757 mm) cem N. — 10,155 mg Subst.: 14,980 mg BaSO,. — 
8,055 mg Subst.: 11,930 mg AgJ. 


(,H,NO,S Ber. C 45,82 H 4,49 N 8,92 § 20,40 OCH, 19,74 
Gef. ,, 46,02 ,, 4,47 ,, 884 ,, 20,27 19,56. 
Die Reaktionen des zweiten Abbauproduktes machen es wahr- 
scheinlich, daB es eine freie Carboxylgruppe und eine C=S- oder 
C—SH-Gruppe enthilt. Als Ringsystem ist vor allem der Pyrrol- 
ring in Betracht zu ziehen. In der Tat firben die Dimpfe, die 
sich beim Erhitzen der Verbindung C,H,O,NS mit Zinkstaub ent- 
wickeln, einen mit konzentrierter Salzsiure befeuchteten Fichten- 
span kirschrot. Bemerkenswert ist die Feststellung von van Veen, 
daB auch. das Vitamin selbst diese Reaktion gibt. 
Als eine mégliche Formulierung fiir die Verbindung erscheint uns 


CH,—CH 


fiir die «,a’-Stellung der Substituenten spricht die leichte Ab- 
spaltung von Schwefelwasserstoff und Ammoniak. Wir werden 
versuchen eine solche Verbindung zu synthetisieren. 
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Wir danken der I. G. Farbenindustrie A. G., Werk Elberfe| 
fiir die uns zur Verfiigung gestellten Hefeextrakte und der Ni 
gemeinschaft der deutschen Wissenschaft fiir die Unterstiitzy 
unserer Arbeiten. | 
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: Uber krystallisiertes Urobilin*). 
1. Mitteilung: Krystallisiertes Sterkobilin und sein Absorptionsspektrum. 


Von 
L. Heilmeyer und W. Krebs. 


(Mit krystallographischen Untersuchungen von Dr. Kohler.) 
Mit 6 Figuren im Text und auf Tafel I. 


4 
: 


(Aus der Medizinischen Universititsklinik Jena.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. August 1934.) 


Die Erforschung des. Himoglobinstoffwechels befand sich 
pisher in einer schwierigen Lage. Das wichtigste Endprodukt des 


' Blutfarbstoffabbaus, das Urobilin, war eine schlecht definierte, in 
ihren Eigenschaften schwankende und deshalb nicht mit Sicher- 


heit quantitativ bestimmbare Substanz. Die beiden Higenschaften, 


‘die zur qualitativen und quantitativen Charakterisierung des 


Urobilins benutzt wurden, die Fluorescenz seines Zinksalzes und 
das Absorptionsspektrum, zeigten ein uuferst wechselndes Ver- 


halten. Die Fluorescenzkraft des Zinksalzes schwankte bei den 
-einzelnen Urobilinpraparaten um mehr als das 10fache und das 
_ Absorptionsspektrum zeigte bei quantitativer Ausmessung eben- 
falls, wie Heilmeyer und Rudert vor kurzem zeigen konnten, 
 keinerlei Konstanz. 


Ks bedeutete deshalb einen grofen Fortschritt, als es erst- 


mals C. J. Watson am Institut von H. Fischer gelang, ein 
_krystallisiertes Sterkobilinpriparat aus Stuhl herzustellen. Die 
von Watson selbst aufgenommene und in seiner Arbeit abgebil- 
dete Absorptionskurve seines Priparats (Fig. 1b) zeigt jedoch einen 


Verlauf, der merkwiirdigerweise grundsitzlich verschieden ist von 


allen bisher aus Stuhl, Harn und aus reinem Mesobilirubinogen 
_dargestellten Urobilinpraparaten. Die Watsonsche Kurve zeigt 
einen leichten Knick bei 490 wu und steigt dann gegen das kurz- 
_Wellige Ende zu weiter an, wahrend alle bisher erhaltenen Uro- 
bilinlésungen ebenso wie das Spektrum sehr urobilinreicher Harne 


*) Die Arbeiten wurden mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft deut- 
scher Wissenschaft ausgefiihrt, wofiir auch an dieser Stelle gedankt sei. 
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eine Absorptionskurve mit ausgepriigtem Gipfel und steilem Abfall 
nach dem Violett zu lieferten. Der Unterschied ist so grund- 
sitzlicher Natur, daB das Watsonsche Praparat unmdglich dem 
nativen Stuhl- und Harnurobilin gleichgesetzt werden kann. Offen- 
bar hat das Watsonsche Sterkobilin bereits gewisse Veriinde- 
rungen wihrend des Darstellungsgangs erlitten. Durch Anderung 
des Darstellungsverfahrens gelang es uns nun, ein schon krystalli- 
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a b c 
Fig. 1. 
Typische Farbkurven von natiirlichem (a), Watsonschem (b) *) 
und eigenem krystallisiertem (c) Sterkobilin. 


sierendes Urobilinpriparat zu gewinnen, dessen Absorptionskurve, 
ebenso wie alle ibrigen Kigenschaften, mit dem nativen Urobilin 
iibereinstimmt. 

Darstellung. Wir gingen zuniichst nach der Vorschrift Watsons 
vor und erhielten gut krystallisierte Produkte. Es zeigte sich 
jedoch, daB darin auBer dem Urobilin noch ein anderer Farbstoti 


*) Die typische Farbkurve des Watsonschen Sterkobilins (Fig. ib) 
wurde auf Grund der von Watson mitgeteilten Absorptionskurve [diese ZL. 
204, 57 (1932)] konstruiert. 
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enthalten war, der die EKigenschaften des von Watson als Kopro- 
mesobiliviolin bezeichneten Farbstoffs aufwies. Unsere weiteren Ver- 
suche zielten deshalb darauf ab, eine vollstiindige Trennung beider 
Farbstoffe zu erzielen. Absorptionsversuche mit Talkum, Faser- 
tonerde und Magnesiumoxyd brachten keine befriedigenden Er- 
gebnisse. Das Studium der Lésungsbedingungen der beiden Farb- 
stoffe in Chloroform—Tetrachlorkohlenstoffgemischen lie8 erkennen, 
daB bei steigenden Zusitzen von Tetrachlorkohlenstoff zu einer 
Urobilinchloroformlésung letzteres linger in Lésung blieb als 
das Kopromesobiliviolin. Dieser Weg erschien deshalb erfolg- 
yersprechend und wir griindeten darauf folgendes Darstellungs- 
yerfahren: 
Stiihle von 600—4000 g wurden mit Kisessig gut verriihrt. 
' Der so erhaltene Brei wurde wiederholt mit Ather extrahiert und 
filtriert. Nach jeder 3.—4. Extraktion wurde der Stuhlbrei er- 
neut mit Eisessig angesiuert. Die vereinigten Ather—Eisessig- 
extrakte wurden solange mit Wasser ausgezogen, bis die wiBrige 
Lisung bei Reagenzglasdicke keinen Urobilinstreifen mehr er- 
kennen lie’. Die wiBrigen Farbstofflésungen wurden dann filtriert 
und im Extraktionsapparat erschépfend mit Chloroform extrahiert. 
Der Chloroformextrakt wurde dann mit 25°/,iger HCl mehrmals 
ausgezogen. Die so erhaltene salzsaure Lisung wurde auf das 
4fache mit aqua dest. verdiinnt und abermals mit Chloroform 
extrahiert, die Extrakte mit Na,SO, getrocknet, filtriert und auf 
ein kleines Volumen eingeengt. AnschlieBend wurde mindestens 
die 10fache Menge Petrolather zugefiigt und bis zur Beendigung 
der Fallung stehen gelassen, abfiltriert und mit Petrolither mehr- 
| mals gewaschen. Nach kurzer Lufttrocknung wurde der Farb- 
stoff in einer moglichst kleinen Menge heifen Chloroforms gelést 
und dazu das doppelte Volumen Tetrachlorkohlenstoff zugegeben. 
Nach Abkihlen Filtration. Das Filtrat wurde wiederum mit der 
l0fachen Menge Petrolither ausgefallt. Die Fillung erfolgte 
diesmal regelmaBig in Flocken. Nach 1/, stiindigem Stehen wurde 
der Niederschlag abgenutscht, mehrmals mit Petrolither gewaschen 
und lufttrocken gesaugt. Daraufhin nochmalige Liésung in heiBem 
Chloroform. Die Liésung wurde heiB filtriert und nach weit- 
gehender Kinengung im Wasserbad zur Auskrystallisation stehen 
gelassen, wenn noétig noch Impfung. Die erhaltenen Krystalle 
wurden noch 83—4mal umkrystallisiert. 
_ Ejigenschaften. Die so erhaltenen Urobilinpriparate besitzen 
eine wundervoll gelbrote Farbe. Die einzelnen kleinen, makro- 
3* 
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skopisch erkennbaren Krystalle zeigen einen schénen Oberflichen. 
glanz. Praparate, deren Krystalle einen griinen Metallglanz be. 


sitzen, sind nicht rein. 
Krystallographische Untersuchung (von Dr. EK. Kéhler, Miners. 


logisches Institut der Universitit Jena). Die Krystalle ware 


rhombisch und zeigten zuniichst die Ausbildung der Fig. 2, a%, 
Nach der hier gewihlten Aufstellung treten an den Krystalle 
auf: als trachtbestimmend das Pinakoid a(100), ein Prisma au; 
der Zone der c-Achse m und die Basis c(001), nach welcher die 
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Habitusbilder der Sterkobilinkrystalle. 


Krystalle eine deutliche Spaltbarkeit zeigen, auBerdem ein zweites 
Prisma aus der Zone der c-Achse m und zwei Prismen aus der 
Zone der a-Achseq und r. Die Krystalle waren nadelférmg 
ausgebildet und durch Alternieren von a und m stark lings- 
gestreift. AuBerdem waren sie fast ausnahmslos untereinander 
parallel bis radial aggregiert. 

Um gute Krystalle zu erhalten, wurde die Substanz bel 
18° C + 3/,° unter weitgehender Herabsetzung der Verdunstungs- 
geschwindigkeit des Lisungsmittels aus Chloroform umkrystalli- 
siert. An den erhaltenen Krystallen konnte das Auftreten des 
Bisphenoids 0 beobachtet werden. Es wurden die Kombinationen 
amcgo (Fig. 2,b), moca, moc und schlieBlich mo erhalten (Fig. 2, ¢) 
Die letzte Kombination entspricht vollkommen der Ausbildung 





*) Die beigegebenen Figuren sollen Habitusbilder darstellen und keinen 
Anspruch auf krystallographische Genauigkeit haben, da die Krystalle 
infolge ihrer geringen GréBe auf dem Reflexionsgoniometer nicht gemess¢2 
werden konnten; alle Messungen muften mikroskopisch erfolgen. 
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der Krystalle des aus Harn dargestellten Urobilins. Der Glanz 


der Krystalle ist sehr stark; ihre Oberflichenfarbe blutrot mit 
einem Stich ins Gelbe. In der Durchsicht erscheinen sie roétlich- 
braun. Die Brechungszahlen liegen alle iiber 1,747 (Rohrbach- 
sche Lésung). Optische Achsenebene ist (010), I. Mittelebene = (100). 
Der optische Achsenwinkel 2V betriigt etwa 30°. Dispersion 
stark. Pleochroismus ist nicht zu beobachten (im Gegensatz zu 
den Krystallen Watsons, die deutlichen Dichroismus zeigen). Im 
Ultraviolett zeigen die Krystalle eine tief blutrote Luminescenz; 
ihre Lésung in Chloroform luminesciert hell ockergelb. Die 
Anisotropie der Krystalle demoustriert Fig. 3a und b auf Tafel I. 

Schmelzpunkt. Der Schmelzpunkt der Krystalle ist un- 
scharf. Sie beginnen bei 110° zu zerflieBen, bei 130° ist die 
Schmelzung vollkommen, jedoch tritt dabei Zersetzung ein. 

Léslichkeit. Die Krystalle sind sehr gut léslich in Methy]l- 
alkohol, Athylalkohol, Laugen, starken Siiuren; gut ldslich in 
Chloroform, miBig léslich in Essigester und Brombenzol, schlecht 
lislich in Ather und Wasser, unldslich in Benzol, Petroliither, 
Tetrachlorkohlenstoff. 

Die Fluorescenzstirke unseres Priparats wurde nach dem 
Vorgehen Watsons gepriift. Die Fluorescenz war bei einer Ver- 
dinnung von 1 mg in 34 Liter noch deutlich zu sehen (bei Be- 
leuchtung des Reagenzglases mit einer Taschenlampe von unten 
im Dunkeln). Die Verdiinnung auf das Doppelte lieB kaum mehr 
nachweisbare Fluorescenz erkennen. Die Fluorescenzkraft unseres 
Priparats war also ungefahr dieselbe wie diejenige Watsons, 
der die Fluorescenzgrenze bei 1 mg in 53 Liter angibt. Beim 
Vergleich mit einer Fluorescinkaliumlésung (wiiBrig), fanden wir 
die Fluorescenzkraft von 0,118 mg im Liter unseres Sterkobilin- 


| priparats etwa identisch mit 0,146 mg/Liter einer Fluorescin- 
 losung, wihrend Watson die Fluorescenzkraft seines Sterkobilin- 
| priparats 4mal geringer fand als die des Fluorescins. Worin 
| der Unterschied gelegen ist (H-Ionenkonzentration der Lésungen?), 
| bleibt unentschieden. 


Absorptionsspektrum und Absorptionskonstanten. Die genaue 


_ Aufnahme der AbsorptionsgréBen unseres Sterkobilinpriparats 
_ schien uns im Hinblick auf die eingangs erwihnte Verschieden- 
_ heit des Absorptionsspektrums des Watsonschen Priiparats gegen- 
| liber den bisher aus Harn, Stuhl und Mesobilirubinogen erhaltenen 
_ Absorptionskurven besonders wichtig. Wir haben deshalb Absorp- 
 tonskurven mit dem Kénig und Martensschen Spektrophotometer 
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von Lésungen unseres Praparats in Alkohol, Chloroform, Essig. 
ester, Phosphatpuffer, Wasser und 25°%/,iger HCl aufgenommen, 

Absorption in Alkohol. Im Gegensatz zu Watson zeigt dic 
Absorptionskurve unseres in Alkohol gelésten Sterkobilinchlor. 
hydrats den von allen friiheren Untersuchungen her bekanntey 
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Fig. 4. 
Typische Farbkurve des krystallisierten Sterkobilins in 96°/, Alkohol. Der Absorption: 
verlauf von 550—450 wu wurde mit dem Spektrophotometer von Koenig und Martens, 
der Verlauf von 450—230 4 mit dem Zeiss’schen Gitterspektrographen mit rot. Sektor 
und Hiifnerprisma nach Scheibe aufgenommen. (Einzelheiten der Methodik vgl. Heilmeye!, 
Mediz. Spektrophotometrie, Jena 1933). 


Verlauf (Fig. 1 und 4). Steiler Aufstieg bis zum Maximum bel 
etwa 490 wu; von hier an nimmt die Absorption gegen das Violett 
hin wieder ab, so daB das Maximum als scharfer Gipfel in Er 
scheinung tritt. In Fig. 4 ist die Absorptionskurve im Sicht- 


500 


baren ergiinzt durch die Absorptionskurve im U. V., die mit dem 
Zeiss’schen groBen Spektrographen mit Gitter, Sektor und Hiifner- 
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'plende in der Anordnung nach Scheibe von uns aufgenommen 
wurde. Man erkennt, daB die Absorption im U. V. zunichst 
weiter abnimmt, zwischen 320 und 280 wu ihren Tiefpunkt er- 
-reicht und dann rasch gegen 230 wu zu wieder ansteigt. 


Die genaue Lage des Maximums wurde bei 4865 A ermittelt, 
doch liegt die Extinktion bei 4900 A nur eine kaum meBSbare 
Spur tiefer als bei 4865 A. 

Von besonderem Interesse war uns die Bestimmung des 
Absorptionsverhiltnisses. Watson fand bei seinem Pri- 
parat ein A,,, von 0,0000544 (Schwankungsbreite 0,0000486 bis 
0,0000578). Wir hatten folgendes Ergebnis: 


























R Einwage (mgin 100cem 
Nummer 96 °/, gem “Alkohol) 490 A 4 
1 2,303 2,42 0,000 009 52 
2 1,708 1,697 0,00001010 
3 3,526 3,991 0,000 01020 
4 1,731 1,715 0,00001009 
5 2,218 2,289 0,000 00967 
6 3,484 3,422 0,00001018 
T 2,502 2,602 0,000 009 61 





Im Mittel:  0,00000991 


Diese Werte wurden aus drei verschiedenen Priparaten ge- 
wonnen und zeigen gute Ubereinstimmung. Ganz auBerordentlich 
ist der Unterschied gegeniiber den von Watson gefundenen 
Zahlen, die um das 5fache héher liegen. 


Absorptionsverlauf in Chloroform und Essigester. Im wesent- 
lichen verliuft die Absorptionskurve in Chloroform ebenso wie 
in Alkohol. Nur das Maximum ist deutlich nach der langwelligen 
Seite verschoben. Die genaue Ausmessung des Gipfelpunkts er- 
gab 4930—4935 A. Das Absorptionsverhiltnis wurde bei ein- 
maliger Bestimmung zu A,,, = 0,00000893 gefunden. Auch in 
Essigester bietet sich dasselbe Verlaufsbild der Absorptionskurve. 
Das Maximum wurde bei 4870—4890 A ermittelt. A,,, betrug 
bei einmaliger Bestimmung 0,0000098. 

Absorption in waBrigen, fast neutralen Phosphatpufferlosungen. 
Im Gegensatz zu allen anderen Liésungen erwies sich das 
Sterkobilin in diesen Pufferlésungen von p,, 7,17 als unverinder- 
lich. Sie sind deshalb zur Bestimmung optischer Daten, sowie 
zu photometrischen Konzentrationsbestimmungen am besten ge- 
eignet. Kurvenverlauf und Absorptionsmaximum (4865 A) sind 
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mit der alkoholischen Lésung identisch. Das Absorptionsverhiltnis 
liegt dagegen niedriger: 



































a Einwage (mg in 100 ccm 
Priparat Phosphatpuffer v. py 7,17) “490 Ais 
Il 1,438 1,759 0,000 008 18 
Ill 1,387 1,760 0,000 00788 
IV 1,024 1,311 0,000 00781 
IV 1,417 1,807 0,000 007 84 
IV 1,126 1,415 0,000 007 96 
IV 5,563 in 500 ccm 

= 1,1126 in 100 ccm 1,409 0,000 007 90 
P 1,081 1,366 0,000 007 92 
Im Mittel: — 0,00000793 

iil 0,790 in 100 cem Phos- 
phatpufferloésungv. p,, 7,73 0,668 0,0000118! 


Infolge der Haltbarkeit des Urobilins und der Konstanz der 
H-Ionenkonzentration in diesen Lisungen ist die Ubereinstimmung 
der Werte viel besser als in Alkohol. Eine verhiltnismisig 
geringe p,-Verschiebung bewirkt jedoch bereits eine bedeutende 
Anderung des optischen Verhaltens, wie die letzte Untersuchung 
bei p,, 7,73 zeigt. 

Absorption in rein wa8rigen Lésungen. Da das von Heil- 
meyer und Rudert friher aus Harn, Stuhl und Mesobilirubinogen 
gewonnene Urobilin immer in wifriger Lésung zur Untersuchung 
kam, so war es zum Vergleich der Ergebnisse wichtig, auch die 
Absorption des krystallisierten Priparats in waB8riger Lisung zu 
untersuchen. Bei der schlechten Léslichkeit gelingt es nur geringe 
Mengen in Lésung zu bringen. Die Ergebnisse waren folgende: 




















Praparat | 109 coo Waewen ®400 Ago 
sat 1,16 1,754 0,000006 61 
Ill 1,265 1,805 0,000 006 95 
IV 1,128 1,620 0,000 006 95 
IV 1,279 1,891 0,000 006 76 
P 0,994 1,440 0,000 00689 











Im Mittel: —0,00000683 
Entsprechend der Unbestindigkeit des Urobilins in rein 
waBriger Lésung und vielleicht auch des inkonstanten p,, (Kohlen- 
siureeinfluB der Luft auf die ungepufferte Lésung) stimmen die 
Werte nicht so gut iiberein wie die der Phosphatpufferlésungen. 
Sie liegen jedoch simtlich auBerordentlich niedrig. Dementspre- 
chend verliuft auch die Absorptionskurve sehr steil, besonders 
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- jm abfallenden Schenkel. 
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Das Absorptionsband erscheint dadurch 


schmaler. Die Lage des Gipfelpunktes wurde bei 4860—4866 A 


| gefunden. 

| Absorption in 25°/,iger HCI. 
Es fallt auf, daB die Lésungen des 
Urobilins in hochprozentiger HCl 
' eine rein rote Farbe annehmen, 
| wihrend alkoholische und andere 
' Lésungen mehr gelblich aussehen. 
| Dieser Farbinderung muB8 natiir- 
| lich eine betriichtliche Anderung 
_ des Absorptionsverlaufs zugrunde 
| liegen. Wir haben deshalb die 
Absorptionskurve in 25°/,iger HCl 
| aufgenommen. Wie zu erwarten, 
ist die Kurve nach dem langwelligen 
Bereich verschoben. Sie zeigt neben 
der Hauptbande bei 490—495 uy 
eine zweite Nebenbande in Form 
eines Kurvenknicks bei 520 uu. 
Der Hauptgipfel ist stirker ab- 
gestumpft, so daB die Extinktion 
bei 490 und 495 uy gleich groB ist. 
Das Absorptionsverhaltnis wurde in 
zwei verschiedenen Bestimmungen 
| m 0,0000113 und 0,0000112 er- 
mittelt, liegt also héher als in allen 
anderen Lésungsmitteln. 

Priifung der verschiedenen Uro- 
bilinldsungen auf Haltbarkeit. Zur 
Beurteilung der von Heilmeyer 
und Rudert gefundenen stark 
differierenden Absorptionsverhilt- 
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Typische Farbkurven des kryst. Sterko- 


bilins in: 


Phosphatpufferlésung py 7,17 @——® 


Aqua destillata x ——x 
25°/,iger Salzsiure ©——© 


Konzentration: 1 mg in 100 ccm 


Lésungsmittel. 


usse der friher aus Harn, Stuhl und Mesobilirubinogen dar- 
gestellten Urobilinlésungen war es nétig, die Verdnderlichkeit 
der aus dem krystallisierten Sterkobilin hergestellten Lésungen 
naher zu studieren. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Sterko- 
bilinljsungen in Glasflaschen gefiillt, verschlossen und bei ge- 
wohnlichem Zimmerlicht stehen gelassen. Die Verainderungen des 
Extinktionskoeffizienten bei Wellenlinge 490 pp sind in folgender 


Tabelle wiedergegeben: 
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Lésung in 

96 °/,igem 25 o/, iger Phosphat- 

Alkohol HCl Aqua dest. puffer py 7,17 
Frisch... .. 2,60 0,967 1,89 1,41 
Nach 1 Tag 2,80 0,93 _ 1,38 
» 2 Tagen 2,40 a —— 1,39 
, = «= 2,29 oe 1,74 1,44 
_ sa 1,80 0,83 1,61 1,41 
a oe 1,80 0,76 1,45 si 
_— ae 1,39 me 1,30 ws 
ee 1,23 _ 0,98 _ 
<< Se “ne oon 0,62 _ 
» ew : — — 0,38 | --- 








Man erkennt, daB das Urobilin in allen Lésungsmitteln mii 
Ausnahme der Phosphatpufferlésung Verinderungen erleidet, die 
darin bestehen, daB die Extinktion im Maximum allmahlich 
abnimmt, das Absorptionsverhiltnis also gréBer wird. Manchmal 
zeigt sich im Beginn des Prozesses das umgekehrte Verhalten 
(vgl. Alkohollésung am 1. Tag), jedoch nur voriibergehend. Uber 
die Bedeutung dieser Verinderungen vgl. unten. 


Ergebnisse der Elementaranalyse. Von 2 Praparaten wurden 
Mikroanalysen mit je 2—3 Kontrollen durchgefiihrt. Die Substanz 
wurde zu diesem Zweck bei 65° in der Abderhaldenschen 
Trockenpistole bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die fiir 
beide Praparate iibereinstimmenden Ergebnisse waren folgende: 
C = 59,75°/, (58,97—60,76); H = 7,31°/, (7,18—7,40); N = 8,65°/, 
(8,51—8,83); Cl = 10,1°/, (9,42—10,83), woraus sich eine Differenz 
fiir 0 zu 14,19°/, (im Mittel) ergibt. Der Aschegehalt beider Priparate 
war 0°/,. Die Werte fiir C, H und N sind ahnlich den von Watson 
erhaltenen, jedoch sind unsere Chlorwerte nahezu doppelt so 
hoch. Berechnet man aus den Mittelwerten unserer Analysener- 
gebnisse die Bruttoformel, so erhalt man C©,,H,,N,O,Cl, unter 
Zugrundelegung von 4 N-Atomen im Molekiil. Zieht man die 
Schwankungsbreite aller Kinzelbestimmungen in Betracht, so kann 
die Formel lauten: C,,_,,H,,,.N,0O,,,,Cl, Da sich unser 


Priparat quantitativ in Mesobilirubinogen (C,,H,,0,N,) durch 
Reduktion tberfithren laBt, so muB es entweder mehr O- oder 
weniger H-Atome besitzen als letzteres. Da keines unserer Ana- 
lysenergebnisse mehr als 6 O-Atome anzunehmen gestattet, wobl 
aber 2 Atome weniger H, so méchten wir als wahrscheinlichste 
Formel C,,H,,0,N,Cl, fiir das Chlorhydrat annehmen. Die Formel 
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des freien Sterkobilins wire demnach C,,H,,O,N, Das Sterko- 
pilin wiirde also aus dem Mesobilirubinogen durch Dehydrie- 
rung (Wegnahme von 2 H-Atomen) entstehen. Es braucht wohl 
kaum betont zu werden, daB diese Folgerung bis jetzt nur eine 
Hypothese darstellt, die erst bewiesen werden mub. Watson 
fand in seinem Priparat mehr O und gibt ihm deshalb die 
Formel C,,H,,N,O,Cl. Danach ware sein Sterkobilin ein Oxy- 
dationsprodukt des Mesobilirubinogens. Hine sichere Entscheidung 
kann erst erfolgen, wenn gréBere Mengen von Material zur Ver- 
fiigung stehen. 


Reduktionsversuche. Kin wichtiges Glied in der Beweiskette, 
daB das dargestellte Sterkobilin ein Abkémmling des Mesobili- 
rubinogens ist, ist der Nachweis der Reduzierbarkeit zu letzterem. 


_ Wir haben die Reduktion nach Terwen mit Mohrschem Salz 
- durchgefiihrt. Bei Lésung des Sterkobilins in Phosphatpuffer- 
_ lésung von p,, 7,17 gelingt die Reduktion glatt. Die Liésung 
_ wird véllig farblos. Das erhaltene Produkt wurde dann mit 
 Dimethylaminobenzaldehyd kondensiert und eine typische Farb- 
_ kurve von dem erhaltenen Farbstoff aufgenommen. Sie erwies 
_ sich als vélligidentisch mit dem Aldehydkondensationsprodukt 
' des reinen Fischerschen Mesobilirubinogens. Die spektrophoto- 
_ metrische Bestimmung der erhaltenen Mesobilirubinogenkonzen- 
_ tration nach Heilmeyer unter Zugrundelegung des Absorptions- 
_ verhiltnisses fiir Mesobilirubinogen ergab in der Mehrzahl der Fille 
' eine befriedigende Ubereinstimmung mit der eingewogenen Sterko- 
' bilinmenge, wie folgende Aufstellung zeigt: 


























Nummer | Einwage in mg | Gefunden in mg Bemerkungen 

1 1,03 1,10 

2 1,42 1,41 

3 1,18 0,79 Starker Urobilinstreifen 
4 1,23 1,11 

5 1,11 0,71 Re . 

6 0,79 0,59 

7 1,26 1,17 

8 1,08 1,07 











| Von den 8 Reduktionsversuchen zeigen 5 eine innerhalb der 

Fehlergrenze liegende Ubereinstimmung. In 3 Versuchen wurde 
bedeutend weniger Mesobilirubinogen gefunden. Derin diesen Fallen 
lehrfach beobachtete starke Urobilinstreifen weist jedoch darauf 
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hin, daB ein Teil des Mesobilirubinogens beim Kondensieren jn 
Urobilin umgewandelt wurde, wodurch sich die Verluste un. 
gezwungen erkliren. Die Versuche zeigen auf jeden Fall einwand. 
frei, daB sich das Sterkobilinpriparat quantitativ zu Mesobili. 
rubinogen reduzieren lift. Damit ist zugleich auch gezeigt, daf 
das erhaltene Mesobilirubinogen-aldehydkondensationsprodukt das. 
selbe Absorptionsverhiltnis besitzt, wie das aus reinem H. Fischer. 
schem Mesobilirubinogen dargestellte. Gleichzeitig liegt in dieser 
Feststellung auch ein Beweis fiir die Brauchbarkeit der Ter. 
wenschen Urobilinbestimmungsmethode. 

Diskussion der Ergebnisse. Welche Beziehungen _bestehen 
zwischen unserem krystallisierten Priiparat und den bisher aus 
Stuhl, Harn und reinem Mesobilirubinogen erhaltenen Priiparaten? 
Da die friiheren Priparate nicht krystallisiert erhalten werden 
konnten, so kénnen zum Vergleich nur die optischen Kigenschaften 
herangezogen werden. Der Verlauf der Absorptionskurve unsere; 
Praiparates stimmt vorziiglich mit den aus Stuhl, Harn und aus 
Mesobilirubinogen erhaltenen Urobilinen iiberein (Fig. 1). Dagegen 
sind die Absorptionsverhiltnisse der letzteren sehr schwankend, 
wahrend die des krystallisierten Priparates absolut konstant sind. 
Interessanterweise stimmen die Werte fiir A,,, unseres krystalli- 
sierten Praiparats annaihernd mit dem tiefsten friiher erhaltenen 
Wert iiberein; unsere Untersuchungen iiber die Verinderlichkeit 
des krystallisierten Priparats haben gezeigt, daB auch dieses in 
fast allen Lésungsmitteln sich so verindert, daB A,,, standig zv- 
nimmt. Wenn man iiberlegt, daB die friiher von Heilmeyer 
und Rudert untersuchten Urobilinlésungen durch tagelanges 
Stehenlassen aus Urobilinogen in einer wiBrigen, Atherhaltigen 
Lésung erhalten wurden, so erscheint es uns jetzt vdllig ver- 
stiindlich, da8 man sehr wechselnde und meist héhere Absorptions- 
verhialtnisse bei dieser Methode erhielt. Da man aus Stuhl immer 
die urobilinogenreichsten Extrakte gewinnt, so erscheint es vel- 
stindlich, daB diese Lésungen eine relaliv groBe Menge ,,un- 
versehrten Urobilins“ liefern und daher auch die niedersten 
Absorptionsverhialtnisse ergeben. Zweifellos wird auch bei unserem 
Darstellungsverfahren ein betrichtlicher Teil des Sterkobilins un- 
gewandelt. Aber offenbar wird bei dem Darstellungsgang nut 
der Anteil unversehrten Sterkobilins zur Krystallisation 
gebracht, wihrend die Umwandlungsprodukte nicht krystallisieren 
und ausscheiden. Nur so ist es erklarlich, daB trotz der At- 
wendung verschiedenartiger Lisungsmittel und anderweitiger Kin- 
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 griffe wihrend des Darstellungsgangs ein véllig einheitliches 
 Priparat als Endprodukt resultiert. Mit dieser Auffassung steht 
- auch die verhiltnismiBig schlechte Ausbeute im Einklang, die 
nach unseren Erfahrungen nur etwa 5—10°/, des im Stuhl ent- 
- haltenen Sterkobilins und Sterkobilinogens betrigt. Das von uns 
| erhaltene krystallisierte Sterkobilin ist demnach mit groBer 


Wabrscheinlichkeit als das unversehrte native Stuhlsterko- 
pilin anzusehen, wihrend alle friiher dargestellten Urobiline 
Gemische aus dem nativen Sterkobilin und den Umwandlungs- 
produkten darstellen. Kin weiterer Beweis fiir diese Ansicht ist 
die Méglichkeit der quantitativen Reduzierbarkeit zu Mesobili- 
rubinogen. Die friiher erhaltenen Urobiline waren nur teilweise 


| zu Mesobilirubinogen reduzierbar (Terwen, Heilmeyer und 


Rudert). Genau so verhialt sich krystallisiertes Sterkobilin, das 
in Lésung laingere Zeit stehen geblieben ist. Es biiBt die Reduzier- 
barkeit und schlieBlich auch die Krystallisierbarkeit ein. Die 


Frage nach der Natur dieser Umwandlungsprodukte bedarf noch 
weiterer Studien. 


Wie verhilt sich unser Priparat 
zu Watsons Sterkobilin? 


Watsons Praparat unterscheidet sich von unserem 1. durch 
den véllig anderen Verlauf der Absorptionskurve; 2. durch das 
Smal héhere Absorptionsverhialtnis; 3. durch den héheren Sauer- 


 stofigehalt; 4. durch den geringeren Chlorgehalt; 5. durch den 


krystallographischen Befund. Seine Absorptionskurve erinnert an 
Kurven, die wir friiher durch Oxydation von Urobilinlésungen er- 
halten haben. Dazu wiirde auch das sehr hohe Absorptions- 
verhiltnis, sowie der héhere Sauerstofigehalt passen. Es erscheint 
uns deshalb wahrscheinlich, daB Watson ein hoéher oxydiertes 
Sterkobilin in Hinden hatte. 


Zusammenfassung. 
Ks wird die Darstellung eines krystallisierten Sterkobilin- 


_ praparats aus Stuhl beschrieben, das im Gegensatz zu Watsons 
_ Priparat mit den Absorptionskurven der bisher aus Stuhl, Harn 
' und aus Mesobilirubinogen (H. Fischer) gewonnenen Urobiline 
_ tbereinstimmt, im Gegensatz zu diesen jedoch absolut konstante 
_ Absorptionsverhiltnisse aufweist. Sein Absorptionsspektrum in 
_ Yerschiedenen Lisungsmitteln, sowie die optischen Veranderungen 
- im diesen werden eingehend untersucht. Es wird wahrscheinlich 
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gemacht, daB unser Priparat das ,native Stuhlsterkobiliné 
darstellt, wihrend die friiher erhaltenen, nicht krystallisierendey 
Urobiline Gemische aus diesem und oxydativen Umwandlungs. 
produkten darstellten. Es wird unserem krystallisierten Produkt 
vorliufig die Formel C,,H,,O,N, zugeschrieben. Von besonderer 
Bedeutung ist der Nachweis seiner quantitativen Reduzierbarkeit 
zu Mesobilirubinogen. Uber die Beziehungen zum Harnurobilin, 
das ebenfalls krystallisiert erhalten wurde, soll in einer weiteren 
Arbeit berichtet werden. 
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2. Mitteilung: Krystallisiertes Urobilin aus Harn 
und seine Identitat mit krystallisiertem Sterkobilin. 


Mit 3 Figuren im Text und auf Tafel IT. 


Die Frage der Identitaét von Urobilin und Sterkobilin ist fir 
die Physiologie des Blut- und Gallenfarbstoffwechsels von grund- 
legender Bedeutung. Da das Urobilin bis vor kurzem_ nicht 
krystallisiert gewonnen werden konnte und die bisherigen Pri- 
parate sehr inkonstante Eigenschaften zeigten, so konnte eine 
direkte Entscheidung fiir die Identitit der beiden Farbstoffe nicht 
getroffen werden. Fiir das Urobilinogen des Harns haben H. Fischer 
und Meyer-Betz den Nachweis erbracht, daB es mit Mesobili- 
rubinogen identisch ist, das durch Natriumamalgamreduktion aus 
Bilirubin erhalten wird. Der entsprechende direkte Beweis fir 
das Stuhlurobilinogen steht noch aus. Einen indirekten Beweis 
hat jedoch Heilmeyer dadurch erbracht, daB er zeigen konnte, 
daB das quantitative Absorptionsspektrum des Benzaldehyd- 
kondensationsproduktes des Sterkobilinogens mit dem entsprechet- 
den Kérper aus Harn und aus reinem Mesobilirubinogen identisch 
ist. Ferner haben Heilmeyer und Krebs in einer vorangehenden 
Mitteilung 1 gezeigt, daB das aus krystallisiertem Sterkobilin durch 
Reduktion mit Mohrschem Salz gewonnene Sterkobilinogen eit 
Benzaldehydkondensationsprodukt liefert, dessen Absorptionskurvé 
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und Absorptionsverhialtnis ebenfalls mit dem entsprechenden Pro- 
dukt aus reinem Mesobilirubinogen iibereinstimmt. 

Um so erstaunlicher erschien uns die von C. J. Watson auf 
Grund von chemischen Untersuchungen an krystallisierten Sterko- 
bilinpriparaten vertretene Ansicht, daB Urobilin aus Harn und 
Stuhl durchaus verschieden seien. In einer neueren Arbeit, die 
wihrend des Ganges unserer eigenen Untersuchungen erschienen 
ist, hat Watson auf Grund von Untersuchungen an krystalli- 


' sierten Harnurobilinpraparaten seine urspriingliche Ansicht ge- 


indert und sich mit einer gewissen Wabhrscheinlichkeit fiir die 
Identitit der beiden Farbstoffe ausgesprochen. Nachdem es uns 
in der Zwischenzeit mit der in der vorangehenden Arbeit an- 
gegebenen Methode gegliickt war, auch aus Harn (von einer himo- 
lytischen Ani&mie) ein krystallisiertes Priparat zu erhalten, war 
die Méglichkeit eines direkten Vergleichs gegeben. Wir stellen 
zu diesem Zwecke im folgenden die Kigenschaften des krystalli- 
sierten Sterkobilins denen des krystallisierten Urobilins direkt 
gegentiber. 
1. Loslichkeit. 


Sterkobilin Urobilin 
Sehr gut léslich in: Sehr gut léslich in: 
Athylalkohol, Methylalkohol, Alka- Athylalkohol, Methylalkohol, Alka- 
lien, Pyridin, Amylalkohol (hier mit lien, Pyridin, mit griiner Fluorescenz 
griner Fluorescenz in diinner L6- in Amylalkohol, Eisessig, mit roter 
sung), Eisessig, in konzentrierter HCl Farbe in konzentrierter HCl und 


| und H,SO, (in beiden letzteren mit in H,SO,. 
roter Farbe). 
Gut léslich in: Gut léslich in: 
Chloroform, Aceton. Chloroform, Aceton. 
Schwer léslich in: Schwer loéslich in: 
| Wasser, Ather, Benzol in der Wirme, Wasser, Ather, Benzol in der Wirme, 
Essigester. Essigester. 
Unléslich in: Unléslich in: 


Tetrachlorkohlenstoff, Toluol, Xylol, Tetrachlorkohlenstoff, Toluol, Xylol, 


Petrolither, Benzol in der Kilte. Petrolither, Benzol in der Kite. 


2. Lichtabsorption. 


Es wurden von beiden Priparaten quantitative Absorptions- 
spektren mit dem Kénig- und Martensschen Spektrophotometer 
| aufgenommen. Wie Fig. 1 zeigt, sind sie innerhalb der Fehler- 
} grenzen der Messung sowohl in Chloroform als auch in Alkohol 
identisch. Ebenso zeigten beide Priiparate dieselbe Lage des Maxi- 
_tuums: In CCl,H:493—495 uy, in Alkohol zwischen 485 und 490 
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(486,5) wu. Eine exakte Bestimmung der Absorptionsverhiltniss. 
des Urobilins war wegen Mangel an Material leider nicht mig. 
lich, da dazu mehrfache Einwagen notwendig sind. EKinmalige 
Bestimmungen ergaben ahnliche Werte wie mit Sterkobilin (in 
Chloroform A,,, = 0,00000998; in Alkohol A,,, = 0,000008 4), 
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rig. i. 
Typische Farbkurven des Sterkobilins und Urobilins in: 
a) Chloroform. b) Alkohol. 
Urobilin e—————e Sterkobilin x —X 


3. Krystallographische Untersuchungen. 
(Von Dr. Kéhler am Mineralogischen Institut der Universitit Jena. 


Leider konnten aus iuBeren Griinden die krystallographischen 
Untersuchungen der Urobilinkrystalle erst 5 Monate nach der 
Gewinnung durchgefiihrt werden. Wenn auch die Krystallform 
wihrend dieser Zeit keinerlei Anderung erfahren hatte, so zeigt? 
doch die optische Bestimmung der Krystalle, da& wihrend det 
Zeit der Aufbewahrung eine Umwandlung der Substanz eingetretel 
sein muBte. Denn die Krystalle zeigten vielfach Spriinge und Risse, 
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ferner haben die Krystalle die ihrer Krystallform nach zukommende 
Kigenschaft der Doppelbrechung verloren. Die Brechungszahl der 
jetzt vorliegenden Substanz lag zwischen 1,655 und 1,737 (be- 
stimmt nach der Kinbettungsmethode). 

Die Krystallform stimmte genau mit den in Fig. 2, ¢ 
der Mitteilung 1 dargestellten Krystallen des Sterko- 
bilins iberein. Sie gehéren der rhombisch-bisphenoidischen 
Symmetrieklasse an und sind von einem Prisma aus der Zone der 
c-Achse und von einem Bisphenoid begrenzt. Alle Versuche, die 
Substanz umzukrystallisieren, waren vergeblich. Um den Iden- 
tititsbeweis liickenlos durchzufiihren, wurde versucht, auch von 
dem Sterkobilin die Pseudomorphosen zu erhalten, die sich bei 
den Urobilinkrystallen durch die geschilderte Umwandlung der 
Substanz gebildet hatten. Dies gelang durch vorsichtiges Erhitzen 
der Krystalle auf etwa 50° Dabei tritt eine Farbanderung der 
Substanz auf, sie wird dunkler und schlieBlich, ohne die Form 
zu indern, kastanienbraun durchsichtig und isotrop, wie die Pseudo- 
morphosen nach Urobilin es sind (Fig. 2a und b auf Tafel Il). 
Die Brechungszahl der erhaltenen Pseudomorphose stimmt eben- 
falls mit der nach Urobilin iiberein. Auch bei dem umgewandelten 
Sterkobilin verliefen die Versuche, die Pseudomorphosen um- 
zukrystallisieren, negativ, so daB ein Unterschied zwischen den 
Umwandlungsprodukten von Urobilin und Sterkobilin nicht vor- 
handen ist. 

Zusammenfassung. 


Zwischen krystallisiertem Urobilin aus Harn und krystalli- 
siertem Sterkobilin aus Stuhl l4Bt sich in allen wesentlichen 
Kigenschaften (Léslichkeit, Lichtabsorption, krystallographisches 
Verhalten) keinerlei Verschiedenheit beobachten, so daB die beiden 
Stoffe als identisch anzusehen sind. Bei langerem Lagern der 
Krystalle kann eine Umwandlung der Substanz eintreten, die zu 
Pseudomorphosenbildung fiihrt und eine Umkrystallisierung un- 
miglich macht. Auch die Pseudomorphosen nach Urobilin und 
Sterkobilin stimmen in ihren krystallographischen Eigenschaften 
vollkommen iiberein. 
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Uber die Tryptophanreaktion von Adamkiewicz- Hopkins, 
Von 
Siegfried Winkler. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. August 1934.) 


I. Qualitativer Teil. 


Fiir den Nachweis des Tryptophans gibt es eine Anzahl Farb- 
reaktionen, unter denen die Reaktion nach Adamkiewicz-Hop- 
kins?) durch ihre leichte und sichere Ausfiihrung besonders be- 
vorzugt wird. Es geniigt der Zusatz von schwach glyoxylsiure- 
haltiger Lésung (Eisessig) und yon konzentrierter Schwefelsiure 
zu tryptophanhaltigen Lésungen, um die blau-violette Farbe der 
Tryptophanreaktion hervorzuruien. Dieser Nachweis des Trypto- 
phans hat sich bei der Untersuchung von EiweiBkérpern als un- 
sicher erwiesen. Trotz relativ hohen Tryptophangehalts zeigen 
einige KiweiBkérper nur schwache Tryptophanreaktion, in einzelnen 
Fallen bleibt die Reaktion von A.-H. sogar ganz aus. Setzt man 
aber solchen EiweiBkérpern schon in sehr geringer Menge Kupfer- 
sulfat zu und fiihrt dann die Reaktion mit Glyoxylsiure und konzen- 
trierter Schwefelsiure aus, so entsteht die typisch blau-violette 
Farbe der Tryptophanreaktion. Die nihere Untersuchung ergab, 
da® hier keine besonders feste Bindung des Tryptophans im 
EiweiBmolekil vorliegt, sondern die Reaktion von A.-H. von einer 
Bedingung abhingig scheint, die man bisher iibersehen hat. Due 
Intensitat der Tryptophan-(und Skatol-)Reaktion ist, wie aus dem 
folgenden hervorgeht, vom Kupfergehalt der Reagentien stark ab- 
hangig. 

Die Untersuchung der Wirkung des Kupfers aut diese Reak- 
tion ergab fiir reine Tryptophanlésungen das iiberraschende Resul- 
tat, daB die Reaktion von A.-H. nur ein Bruchteil der wirklich 
vorhandenen Tryptophanmengen anzeigt. In Tab. I sind gleichev 
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Mengen Tryptophan steigende Mengen Kupfer als Kupfersulfat 
gugesetzt. Mit wachsenden Kupfermengen steigt die Inten- 
sitit der Tryptophanreaktion bis zu einem maximalen 
Wert an, der dann auf weiteren Kupferzusatz praktisch un- 
yverindert bleibt. Im Vergleich zu den kupfer,,freien“ Versuchen 
betragt die Steigerung der Farbintensitiit der Reaktion durch den 
Kupferzusatz etwa das 6fache ihres kupfer,freien“ Wertes; d. h. 
der Tryptophannachweis auf Grund der Reaktion von A.-H. (ohne 
Kupferzusatz) zeigt nur einen kleinen Teil der vorhandenen Trypto- 
phanmengen an. Weiter fallt die grofe KEmpfindlichkeit der Reaktion 
gegen sehr geringe Mengen Kupfer(sulfat) auf. Dem Versuch 3 in 
Tab. I sind 0,06 y Kupfer zugesetzt; er zeigt schon eine meBbare 
Wirkung und der Versuch 4 mit 0,3 7 Kupfer lift gegeniiber den 
kupfer,freien* Versuchen eine schon mit blobem Auge wahrnehm- 
hare Steigerung der Farbintensitaét erkennen. Der Kupfergehalt 
der Versuche 1 und 2 kann auf etwa 107!°g Kupfer geschitzt 
werden, Mengen, die im Tryptophan oder in Eiwei8kérpern, sowie 
in den angewandten Reagentien sehr wohl enthalten sein kénnen 
und damit den positiven Ausfall der Tryptophanreaktion in den 
meisten Fallen sicherten. Ferner zeigt Tab.I, da& das Maximum 
der Reaktion etwa im Versuch 14 erreicht wird, die optimale 
Wirkung des Kupfers also etwas iiber zwei Mol Kupfer auf ein 
Mol Tryptophan liegt. Wesentlich ist, daB iiberschiissiges Kupfer 
der Reaktion nicht schadet. 

Daf der Kupferzusatz fiir den Nachweis des Tryptophans 
auch in Kiwei®kérpern unerliBlich ist, zeigen Beispiele, in denen 
der Tryptophannachweis von A.-H. ohne Kupfer sogar vollstiindig 
versagen kann. Insbesondere waren es diastatisch wirksame und 
hochgereinigte KiweiBkérper, sowie Eiweif aus Kaffeebohnen (un- 
geréstet), die ohne Kupfer keine A.-H.-Reaktion zeigten, die 
Tryptophanreaktion aber eindeutig gaben, wenn Kupfer zugesetzt 
wurde. 

Diese neuen Beobachtungen erméglichen nun einen sicheren 
qualitativen Nachweis und eine quantitative Bestimmung des 
Tryptophans. In beiden Fallen ist die Ausfiihrung auch in 
ameisensaurer Lésung moglich, eine fiir wasserschwer- oder -un- 
lisliche Kiwei8kérper willkommene Erleichterung. Tab. II gibt 
die Abhiingigkeit der Reaktion von steigenden Mengen Glyoxyl- 
siure wieder. Hier wird das Maximum der Reaktion bei einem 
Versuch erreicht, der dem Molverhiltnis 1:1, Glyoxylsiure: 
Tryptophan, sehr nahe kommt. 


4* 
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Tabelle I. 


Pro Versuch sind auf 3,00 ccm wiBriger Lésung 5,00 ccm konzentrierter 

Schwefelsiure verwendet; die wiiBbrige Lésung enthilt als konstante 

Mengen: 1,00 cem m/2000- Tryptophan = 102 -10~* g Tryptophan und 

0,20 ecm Glyoxylsiure (etwa 0,027°/,). Die steigenden Mengen Kupfer 

wurden als m/100000- bis m/100-Kupfersulfat zugesetzt. Jeder Versuch wird 

mit Wasser auf 3,00 ccm aufgefiillt. Die ausfiihrliche Beschreibung der 
weiteren Behandlung siehe im quantitativen Teil. 


A und B sind zwei verschiedene Versuchsreihen mit verschiedenem Colori- 

meter gemessen, A gegen einen Standard, B ohne Standard. Fiir die 

Messung von B wurde ein Griin-Filter (A = 530) benutzt. Die wachsenden 

Zahlen geben die zunehmenden Farbintensititen in Schichtdicken bei A, 
als Extinktionskoeffizienten bei B an. 












































tiaie | 4};5/]6f1a21]8 
{ Seeeeneiiaaecanenent — 
ms Po 0,064 | 0,82 0,64 1,26| 1,92) 3,2 7 Kupfer 
A | 7,2 | 7,2 — j11,2 | 13,6 | 14,0 (18,0 | 25,2 mm Schichtdicke 
B | — | 023/027 | 030; — | — | — | 0,40 Extinkt.-Koeffiz, 
9 | 10] 11] 12] 18 | i | 15 | 16 
—— — | - - ~ ——-- -_ 
— Ce | mae nk eleaiaianantei 
6,4 [31,8 |51,0 | 63,5 | 89,0 95,4 112,7| 190,1-10-8 g are 
A | 33,2 | 39,2 | 40,0 | 41,8 | — | 44,2 maid 44,2 mm Schichtdicke 
B | 061; 1,30] 1,41! 1,43) 1,47] 1,43] | —’ Extinkt.-Koeffiz. 








Tabelle II. 


Pro Versuch: 3,00 cem wiBrige Lésung und 5,00 cem konzentrierter Schwefel- 

siiure; die wiBrige Lésung enthilt konstant: 102 - 10~* g Tryptophan und 

0,30 eem m/100-Kupfersulfat. Der Glyoxylsiuregehalt ist 0,0264°/,. Die 

colorimetrische Messung ist bei A gegen einen Standard, bei B ohne 
Standard mit dem Griin-Filter (4 = 530) ausgefiibrt. 











2 | 3 ‘| 5 6 7 
0,05 ~~ 0,10 | 0,15 + 0,20 | 0,25 | 0,30 | 0,40 cem 1s Eitenditiiee 
Ai 7, | 10,4 | 12,0 | 13,8 | 12,6 | 13,2 — mm Schichtdicke 
| | 
| 


99 | eae 3 _ Extinkt.-Koeffiz. bei 
B 0,80 | ae | 1,48 | 1,57 | 1,57 1,52 149149 em Schichtdicke 








Tabelle III. 


Adsorptionskurven des blau-violetten Farbstoffes der Tryptophan—Forn- 
aldehyd-Reaktion nach Voisenet*) und der Tryptophan-Glyoxylsiure- 
Reaktion nach A.-H. mit Kupferzusatz. Pro Versuch 102-10~° g Trypto 
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phan, 3,00 ccm wiBrige Lésung und 5,00 ccm konzentrierte Schwefelsiure. 

Reaktion nach Voisenet mit Formaldehyd und Wasserstoffsuperoxyd in 

empirisch gefundener optimaler Konzentration; Reaktion nach A.-H. wie 

Versuch 4 in Tab. II ausgefiihrt. Messung am Kénig-Martens- Apparat 
(2,00 em Schichtdicke). 








QI + 
0120 + 
0090 + x ‘ S 

6 50 75 30 2 3 75 OH 5 7 0B 











Im experimentellen Teil wird gezeigt, dab die Schwefelsiure 
durch verdiinnte Phosphorsiure ersetzt werden kann, so daB die 
Tryptophanreaktion als Kondensationsreaktion aufzufassen ist’). 
Alle diese Beobachtungen geben zwar Anhaltspunkte fiir die Kon- 
stitutionsermittlung*) des blauvioletten Farbstoffes der A.-H.-Reak- 
tion — es ist auch gelungen, ihn aus seiner schwefelsauren Lésung 
unzersetzt auszufallen — doch soll die Behandlung dieser Fragen, 
sowie die Untersuchungen am Skatol spiiteren Arbeiten vorbehalten 
sein, 

Ks mu8 hier noch auf die Tryptophan-Formaldehydreaktion *) 
(Voisenets Reaktion) kurz eingegangen werden. Nach Tab. III 
ist die Adsorption im sichtbaren Gebiet beiden Reaktionen ge- 
meinsam, wie auch ihre Farben AuBerlich sehr ‘ihnlich sind. Im 
Gegensatz zu der Formaldehyd-Tryptophanreaktion ist der Nach- 
weis des Tryptophans nach A.-H. unter Kupferzusatz von der 
Konzentration der angewandten Reagentien ziemlich unabhingig, 
Wihrend der positive Ausfall der Reaktion nach Voisenet an die 
richtige Wahl der Konzentrationen des Formaldehyds und des 
Uxydationsmittels gebunden ist). Ein geringer UberschuB eines 
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der beiden Reagentien kann die Reaktion verhindern. Es gelang 
zuniichst nicht, einen positiven EinfluB des Kupfers auch auf diese 
Reaktion zu zeigen. Aber bei sehr sorgfaltiger Wahl der Form. 
aldehydkonzentrationen konnte auch hier eindeutig eine Steigerung 
der Farbintensitit beobachtet werden, eine Tatsache, die im 
Widerspruch mit der von Fiirth, Nobel und Lieben®) gemachten 
Beobachtung steht. Die nihere Untersuchung des Kupfereinflusses 
auf die Formaldehyd-Tryptophanreaktion ist nicht fortgesetzt 
worden, weil diese Reaktion durch ihre groBe Empfindlichkeit 
gegeniiber schidigenden LEinfliissen fiir systematische Unter. 
suchungen nicht geeignet ist. Die Reaktion von A.-H. ist die emp- 
findlichste Tryptophanreaktion (1: 200000; 5 y Tryptophan pro 
Kubikzentimeter). Durch Kupferzusatz wird die Empfindlichkeits- 
grenze bis unter 1 y Tryptophan pro 1 ccm herabgesetzt (Tab. IV, 


Tabelle IV. 


Pro Versuch: 3,00 cem wibrige Lisung und 5,00 cem konzentrierte Schwefel- 
siure; wiBrige Loésung enthilt: 17, 10,...0,3-10~° g Tryptophan; auf 
102-10~® g Tryptophan sind 0,20 cem Kupfersulfat + 0,30 cem Glyoxylsiiure- 
lésung verwandt. Colorimetrische Messung ohne Standard mit Griin-Filter 




















1 = 530. 

1 2 | 3 4 | 5 | 6 | 7 
17 | 10 | 5 25 | 1,3 | 06 | 0,3-10-%g Tryptophan 
. | Extinkt.-Koeffiz. bei 
0,28 | 0,18 | 0,08 | 0,06 | 0,05 | 0,04 | 0,08 | pag feet 


Experimenteller Teil. 


I. Qualitativer Nachweis des Tryptophans 
nach Adamkiewicz-Hopkins unter Kupferzusatz. 


Zu der auf Tryptophan zu priifenden Lésung setzt man 
2—3 cem Eisessig, besser einige Tropfen Glyoxylsiurelisung’, 
einen Tropfen Kupfersulfatlisung (etwa 5°/,), dann erst etwa 
das doppelte Volumen konzentrierter Schwefelsiure (auf 3 ccm 
Lésung nicht mehr als 5 ccm konzentrierter Schwefelsiure). Das 
Kupfersulfat muB vor der Schwefelsiure zugesetzt werden, ein 
nachtriglicher Kupferzusatz ist wirkungslos. Eiweifkérper, die 
in Wasser schwer- oder unlislich sind, werden in den meistel 
Fallen schon durch die konzentrierte Schwefelsiiure zersetzt. 
Man lost sie meist bequemer in Ameisensiiure (wenige Tropfen) 
oder auch in verdiinntem Alkali und fihrt die Reaktion wie obet 
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aus. Statt des Kupfersulfates kénnen auch andere Kupfersalze 
verwendet werden, nicht aber Kupfernitrat oder -nitrit. Die 
Anionen stark oxydierender Siuren zerstéren den Farbstoff unter 
Braunfirbung. Reduktionsmittel wie schweflige Séiure, Ameisen- 
siure oder Schwefelwasserstoff schaden der Reaktion nicht. 

Verwendet man fir die Tryptophanreaktion statt der Schwefel- 
siure wiBrige Phosphorsiure’) und trocknet im Exsiccator einige 
Tage, so tritt die blau-violette Farbe bei gewéhnlicher Tempe- 
ratur langsam auf. Da unter diesen Bedingungen eine Zerstérung 
des Tryptophans unwahrscheinlich ist, ist die Bildung des Farb- 
stoffes als Kondensationsreaktion aufzufassen. 


Empfindlichkeit der Tryptophanreaktion 
unter Kupferzusatz. 


Der Kupferzusatz erhéht die Empfindlichkeit*) der Reaktion. 
Ks gelingt mit Sicherheit, 5-10—* g Tryptophan in 8,0 ccm Be- 
stimmungsgemisch nachzuweisen; das sind 0,6 y Tryptophan in 
einem Kubikzentimeter (Tab. IV). Das Verhiltnis der Tryptophan- 
konzentrationen der Versuche 1—4 in Tab. IV ist rund 7 :3,4:1,7:1; 
das der gefundenen Konzentrationen 5:3,5:1,6:1, soda noch rund 
ly Tryptophan in einem Kubikzentimeter Bestimmungsgemisch 
gemessen werden kann. Die violette Farbe in Versuch 3 ist mit 
bloBem Auge erkennbar. 

Der Kupferzusatz setzt die Empfindlichkeit der Tryptophan- 
reaktion gegen schidigende EHinfliisse stark herab. Die blau- 
violette Farbe ist bei Zimmertemperatur auch im Tageslicht sehr 
bestiindig und nimmt erst nach ungefiihr 14 Tagen um etwa 3°/, 
ihrer Intensitit ab. Gekihlte Lisungen zeigen nach Monaten 
keine sichtbaren Veriinderungen. 

Fiihrt man die Tryptophanreaktion beim Zusatz der konzen- 
trierten Schwefelsiure unter guter Kiihlung aus, so daf sich das 
Gemisch nicht erwirmt, so bleibt die Reaktion vollstindig aus 
und die blaue Farbe bildet sich langsam erst bei Zimmertempe- 
ratur, schnell im siedenden Wasserbad, wo sie nach etwa 4 Mi- 
nuten ihr Maximum erreicht, das auch nach '/,stiindigem Er- 
hitzen unverindert bleibt. Fiir die quantitative Auswertung 
der Tryptophanreaktion erméglicht die Behandlung im 
siedenden Wasserbad eine sichere Hinstellung des Maxi- 
mums der Farbintensitit. (Die Versuchsreihen der Tab. I—IV 
sind in der eben beschriebenen Weise ausgefiihrt worden.) 
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Die Sulfate anderer Metalle wie Co, Ni, Mn, Zn, Ag, Hg 
und Fe™ zeigen qualitativ keine, Hisen-(2)-sulfat eine ahnliche, 
wenn auch nicht so sichere Wirkung wie Kupfer. Bei Gegenwart 
von Ameisensdiure aber versagt auch Hisen, und die Wirkung des 
Kupfers ist dann spezifisch. Die Tryptophanreaktion gestattet 
daher den qualitativen Nachweis geringster Mengen Kupfer und 
Eisen. In Versuch 3 der Tab. I l4Bt sich noch die Wirkung von 
0,008 y Kupfer in einem Kubikzentimeter Bestimmungsgemisch 
messen. Ob die Tryptophanreaktion einen fir Kupfer spezi- 
fischen Nachweis gestattet, mu8 noch untersucht werden. Zunichst 
soll die quantitative Bestimmung des freien Tryptophans be- 
schrieben werden. 


II. Die quantitative Bestimmung des freien Tryptophans 
nach Adamkiewicz-Hopkins unter Kupferzusatz. 

Die quantitative Bestimmung des Tryptophans auf Grund 
der Reaktion von A.-H. ist von H. Fasal®) ausgearbeitet worden; 
er hat seine Methode unbedenklich auf die Bestimmung des Trypto- 
phans in EiweiBkérpern iibertragen. Auf Grund der neuen Beob- 
achtungen kann aber die quantitative Bestimmung des Trypto- 
phans mit Glyoxylsiure und konzentrierter Schwefelsiure auf den 
Kupferzusatz nicht verzichten. Abweichend von anderen Ergeb- 
nissen!®) findet Fasal daher den Tryptophangehalt in Eiweif- 
kérpern viel zu niedrig. 


Im Edestin: 
I a a ae ee 0,378 °/, 
a ee 0,58 °/, 
Parth u. Liebeon ........ etwa 3°/, 
eee ee 17%, 
Folin u. Ciocalteu....... 1,5°/, 


Diese Bestimmung hat deshalb in der Praxis wenig Beachtung 
gefunden. Der Kupferzusatz hat nunmehr auch eine quantitative 
Bestimmung des Tryptophans nach A.-H. erméglicht. Insbesondere 
erhdhen die groBe Bestindigkeit der Farbe und die 
schnelle Einstellung des Maximums der Reaktion im 
siedenden Wasserbad die Sicherheit dieser Bestimmung. 

Die sehr haufig ausgefiihrten und auf das genaueste ver- 
folgten Messungen der quantitativen Auswertung der Tryptophan- 
reaktion unter Kupferzusatz haben immer wieder bestiitigt, dal 
die Temperatur fir die sichere Einstellung des Maximums der 
Farbintensitat ausschlaggebend ist. Das quantitative Verfahren 





Vic 
Bla 


Gri 


Rot 














Uber die Tryptophanreaktion von Adamkiewicz-Hopkins. 57 


jst daher so ausgearbeitet, daB bei dem Zusatz der konzentrierten 
Schwefelsiiure eine lokale Uberhitzung und Zerstérung des Trypto- 
phans ausgeschlossen wird. Die Schwefelsiure wird unter guter 
Kihlung zugesetzt, so da die Reaktion zuniichst gar nicht ein- 
tritt, um dann die Kondensation langsam erst bei Zimmertempe- 
ratur einzuleiten und bei 100° zu vervollstandigen. 

Die quantitativen Messungen sind an verschiedenen Colori- 
metern (mit und ohne Standardlésung) ausgefiihrt worden. Es 
eignen sich fiir die Messung ohne Standard nach Tab. V die Farb- 
filter mit den Wellenlingen 2 = 495, 510 und 530. Der Extink- 


Tabelle V. 


Der Versuch enthalt: 1,00 ccm m/2000-Tryptophan (102 - 10~° g Tryptophan) 

0,20 cem Glyoxylsiure, 0,30 cem m/100-Kupfersulfat (mit Wasser auf 3,00 ecm 

aufgefillt) und 5,00 ccm konzentrierte Schwefelsiiure. Colorimetrische 
Messung ohne Standard. 

















Extinkt.-Koeffiz. 
Wellenkinge - Division durch Fehler 
ie gemessenen 
Parbfilter rl Schichtdicken — 
1, 2, 3, 4, 5,00 cm “lo 
(im Mittel) 
Violett . 445 0,090 1 
Blau . 460 0,102 3 
Griin 495 0,165 2 
510 0,210 <1 
530 0,330 >1 
550 0,435 5 
" 570 0,49 ~ 
Rot 600 0,34 5 
620 0,26 - 











Tabelle VI. 


Pro Versuch: 0,20 cem Glyoxylsiure, 0,30 ecm Kupfersulfat (m/100), steigende 
Mengen m/2000-Tryptophan; mit Wasser auf 3,00 cem aufgefiillt und 5,00 ecm 
konzentrierte Schwefelsiure zugesetzt; im siedenden Wasserbad gleich- 
zeitig 5—6 Minuten erhitzt. Versuchsreihe A gegen einen Standard, die 


| von A verschiedene Versuchsreihe B ohne Standard gemessen (Farbfilter 530). 


ia 
if 


a 








C2 eT eee EE] 





0,20} 0,30 0,40, 0,60 0,80) 1,00 1,20) 1,50 | me 


A /11,6 | — (23,2 36,0 |47,4 160 — | —_ mm Schichtdicke 
5 | 0,24/ 0,36! 0,47| 0,70! 0,91! 1,15 | 1,85) 1,62 | 


Extinkt.- Koeffiz. bei 
4,00 cm Schichtdicke 
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Tabelle VII. 


Edestinlésung: 0,0487 g Edestin (lufttrocken) in 0,40 cem Ammoniak (ety, 
2 n) gelést, mit 15,60 cem Wasser verdiinnt; steigende Mengen Glyoxylsiiure 
(0,026 °/,), steigende Mengen Edestinlésung; Versuch 1 und 4 gleiche 
Mengen Glyoxylsiure. Pro Versuch mit Wasser auf 3,00 cem aufgefiillt, 
5,00 ccm konzentrierte Schwefelsiure; gleichzeitig etwa 4 Minuten in sie. 
dendem Wasserbad erhitzt; colorimetrische Messung mit Griin-Filter 5:9 

ohne Standard. 





nS oe, 




















1 2 | 8 4 
0,50 1,00 1,50 2,50 cem Edestinlésung 
| 0,20 eem m/100-CuSO, + 0,30 com 
0,50 | 1,00 | 1,50 | 0,50 cem tien 
2,00 1,00 — — cem Wasser 
5,00 5,00 5,00 5,00 ecem konzentrierte Schwefelsiure 
Extinktionskoeffizient bei 4,00 cm 
9 2 2 ! 
| ne | ee | a Schichtdicke 


tionskoeffizient fiir das Filter 510 zeigt weniger als 1°/, Fehler, 
das Filter 530 (griin) nicht mehr als 11/,°/,. Doch wurde dem 
Filter 530 der Vorzug gegeben, da der Extinktionskoeffizient hier 
einen wesentlich héheren Wert hat, somit auch die Genauigkeit 
der Ablesung erleichtert wird. Die Messungen wurden mit dem 
,Leifo“-Colorimeter der Firma Leitz ausgefiihrt. 

Das Ergebnis der quantitativen Tryptophanbestimmung zeigen 
die Tab. VI und VII. Die Fehler kénnen als gering bezeichnet 
werden. Auch die Bestimmung des Tryptophans im Edestin gibt 
trotz wechselnder Mengen Glyoxylsiure das Verhiltnis der Kon- 
zentrationen ohne nennenswerte Fehler wieder. Man sieht ins- 
besondere, daB bei konstanten Mengen Glyoxylsiure der T'rypto- 
phangehalt iiber einen grofen Konzentrationsbereich variieren kant, 
ohne die Genauigkeit der quantitativen Messung zu beeintriichtigen. 
Andrerseits muB man bei gegebener Konzentration der Glyoxylsiure 
innerhalb dieser 'Tryptophankonzentrationen bleiben; sie geniigen 
aber vollstindig, um bei Vergleichsmessungen fiir die Bestimmung 
des Tryptophans in Eiweifkérpern (auch bei sehr verschiedenem 
Tryptophangehalt) nicht zu nahe an die Grenze der quantitativen 
Bestimmungsméglichkeit zu kommen. Die Methode ist absichtlich 
fiir die quantitative Bestimmung geringer Tryptophanmengen aus- 
gearbeitet, da dem Physiologen hiufig nur geringe Mengen 2u! 
Verfiigung stehen. 

Die Anwendung dieser Methode fir die Bestimmung des 
Tryptophans in EKiweiBkérpern wird der Gegenstand einer be- 
sonderen Arbeit sein. 
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Ausfihrung der quantitativen Bestimmung 
des Tryptophans. 

Den wabrigen Lésungen von 0,2 bis 1,50 ccm m/2000-Trypto- 
phan werden pro Versuch 0,50 ccm eines Gemisches von 0,20 ccm 
Glyoxylséurelésung*) und 0,30 com m/100-Kupfersulfat zugesetzt 
und mit Wasser auf 3,00 ccm pro Versuch aufgefiillt. Die Glyoxyl- 
siurelésung wurde nach Benedikt (Chem. Z. 1909, I, 1645) dargestellt . 
| und ihr Gehalt durch Jodtitration zu 0,03°/, gefunden. Diese 
Liésung ist, im Dunkeln aufbewahrt, monatelang haltbar; von den 
sich im Laufe der Zeit stets bildenden Triibungen oder Nieder- 
schlagen wurde abfiltriert. 

Den eiskalten Loésungen wird konzentrierte Schwefelsiure 
zugesetzt, die in Kaltemischung gut vorgekiihlt sein muB. Eine 
fiir diesen Zweck stets benutzte und fiir den Laboratoriumsbedarf 
sehr geeignete Kiltemischung ist die Mischung von Eis und 
Aceton. Es geniigt schon wiBriges Aceton, um leicht Temperaturen 
von —5° bis —10° zu gewinnen. Den eiskalten Lésungen werden 
unter Kiithlung (Kis—Aceton) pro Versuch 5,00 ccm der gekiihlten 
konzentrierten Schwefelsiiure so langsam zugesetzt, daB nach Zugabe 
der 5,00 com Schwefelsiure die Lésung nicht warm wird. Man 
erreicht das mit Sicherheit, wenn man die Schwefelsiure portions- 
weise zusetzt und jedesmal durch Schiitteln gut durchmischt. Nach 
Zugabe der 5 ccm Schwefelsiure empfiehlt es sich, nochmals gut 
durchzuschiitteln. Man 1aBt die schwach gelb gefairbten Lisungen 
bei Zimmertemperatur etwa 3—4 Stunden (oder iiber Nacht) stehen 
und erhitzt sie dann gleichzeitig in einem kochenden Wasserbad 
5 Minuten. Haben sie Zimmertemperatur angenommen, werden 
sie colorimetrisch gemessen. 

Die Messungen wurden iiberwiegend mit einem Colorimeter 
ausgefiihrt, fiir das ein Standard entbehrlich war (,,Leifo“-Colorimeter 
von Leitz). Es wurde aber auch an einem Colorimeter gegen eine 
Standardlésung gemessen. Als Standardlésung diente eine Lisung 
von 1,00 com m/2000-Tryptophan, die wie der Versuch 6 in Ta- 
belle VI behandelt wurde und je nach MeSbereich des Colorimeters 
mit Schwefelsiure (5 Teile konzentrierter Schwefelsiure auf 3 Teile 
Wasser) verdiinnt werden kann. 


Zusammenfassung. 
Die Reaktion von A.-H. ist vom Kupfergehalt der Reagentien 
stark abhingig. Es geniigen auBerordentlich geringe Kupfermengen, 
um die Intensitiit der Tryptophanreaktion zu erhéhen. 
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Fiir den sicheren Nachweis des Tryptophans in Eiwei8kérpen 


mit Glyoxylsiure und konzentrierter Schwefelsiure ist der Kupfer. 
zusatz notwendig; ohne ibn kann die Tryptophanreaktion versazep, 


Der Kupferzusatz hat eine exakte quantitative Bestimmung 


des (freien) Tryptophans auf Grund der Reaktion von A.-], 
ermoglicht. 


Der Rockefeller-Foundation, sowie Herrn Prof. Helferic) 


bin ich fir die Unterstiitzung dieser Arbeit dankbar. 
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Uber die quantitative Bestimmung von Gesamtschwefel 
und Neutralschwefel im Harn. 


Von 


A. Friedrich und E. Bauer. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitaét in Wien.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. August 1934.) 


Der Gesamtschwefelgehalt des Harnes teilt sich bekanntlich 


in 3 groBe Gruppen: Sulfatschwefelsiiure, Atherschwefelsiure und 
' den sogenannten Neutralschwefel, eine Fraktion, welche siimtliche 
iibrigen Schwefelverbindungen des Harnes umschlieBt. Physio- 
logisch und klinisch ist die Bestimmung aller 3 Schwefelkompo- 
' nenten von Interesse, insbesondere jedoch die Bestimmung des 
| Neutralschwefels, welcher sich aus dem Gesamtschwefelgehalte 
' des Harnes nach Abzug der beiden erstgenannten Anteile ergibt. 


Der Neutralschwefel besteht nach den Untersuchungen von 


'\M. Weiss!) aus einem exogenen und einem endogenen Anteil, 
' wobei jedoch das Organeiwei8 mit einem verhiltnismabig gréBeren 


Anteil beteiligt ist als das Nahrungseiwei8. Vermehrter Organ- 


| eiweibzerfall bedingt vermehrte Ausscheidung von Neutralschwefel; 
die relativ héchsten Neutralschwefelwerte hat der Autor beim 
| Carcinom beobachtet. Der Neutralschwefel, welcher nach M.Weiss 
ungefihr den sechsten Teil des Gesamtschwefelgehaltes im Harn 
| ausmacht, besteht zum weitaus gréBten Teil aus organisch ge- 
- bundenem Schwefel (Oxyproteinsiuren) und nur zum geringen Teil 
aus anorganischen Schwefelverbindungen wie Thiosulfat und Rho- 
» danid. Uber die chemische Natur dieser organischen Neutral- 
| schwefelkérper ist noch wenig bekannt; die meisten bisherigen 
Untersuchungen beziehen sich daher auf die Bestimmung des 
| Neutralschwefels und sein Verhiltnis zur Gesamtschwefelausschei- 
| dung. Kine weitergehende Unterscheidung innerhalb der organischen 
| \eutralschwefelkérper und die quantitative Bestimmung einzelner 
| Schwefelkomponenten wire fir die physiologische und klinische 
_ Auswertung der Neutralschwefelausscheidung von groBer Bedeutung. 


') Biochem. Z. 27, 175 (1911). 
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Untersuchungen auf diesem Gebiete hangen innig zusammey 
mit der Methodik zur quantitativen Bestimmung der Schwefel. 
komponenten. In dem MaBe wie der Schwefelgehalt einer Fraktioy 
im Verhaltnis zum Gesamtschwefel kleiner wird, steigt die Ap. 
forderung an die Genauigkeit der Bestimmung, deren Leistung:. 
fahigkeit und Anwendungsméglichkeit, vor allem wenn es sich 
um eine Mikromethodik handelt, experimentell genau gepriift sein 
muB. Die Schaffung solcher Mikromethoden kann daher nicht 
darin bestehen, daB man eine gangbare und fir den gewiinschtey 
Zweck passende Makromethodik auf die erforderliche Grifer. 
ordnung verkleinert und nun auf das biologische Material ap. 
wendet. In der Regel ergeben sich dabei Methoden, deren Resul- 
tate, auch wenn sie richtig sind, auf einer Kompensation yor 
Fehlern beruhen und daher unverliBlich sind; denn je nachdem 
ob die unbekannten Bedingungen fiir die Kompensation der Fehler 
gegeben sind oder nicht, werden richtige oder falsche Resultate 
erhalten. 

Wir haben uns die Aufgabe gestellt, in méglichst enger An. 
lehnung an die Prinzipien und Erfahrungen auf dem Gebiete der 
quantitativen organischen Mikroanalytik die Schwefelbestimmungen 
im Harn zu priifen und eine Methode mit gréStméglichste 
Genauigkeit und VerliBlichkeit anzustreben. Diese Aufgabe zer- 
fallt in zwei Teile; erstens war festzustellen, welche Methoda 
und Méglichkeiten der Sulfatbestimmung sich fiir eine Mikw- 
methodik eignen, zweitens inwieweit und unter welchen be- 
dingungen die Methode auf den Harn anwendbar ist. Da grav. 
metrische Methoden schon mit Riicksicht auf Serienbestimmunge 
kaum in Frage kommen, wurde die Untersuchung mit der exper- 
mentellen Priifung der mafanalytischen Methoden der Sullat- 
bestimmungen begonnen. Im Nachstehenden sind die Versuch 
ergebnisse im kurzen AbriB wiedergegeben. 


MaB8analytische Methoden der Sulfatbestimmung. 


I. Als eine der einfachsten und fiir die Sulfatbestimmung im Ham 
bequemsten Methode erschien uns die Sulfatbestimmung nach R.Strebinge! 
und L.v.Zombory’). Das Sulfat wird mit gemessener Menge iiberschiissigt! 
Bariumchloridlésung versetzt und dann das iberschiissige Barium untet 
Anwendung von Rhodizonsiiure als Indikator mit gestellter Sulfatlisun: 
wieder zuriicktitriert. Die Rhodizonsiiure bildet mit dem Barium ein intens!’ 
rot gefiirbtes Salz (qualit. mikrochem. Nachweis), welches sich bei der Un: 
setzung mit Schwefelsiiure wieder entfirbt und so das Ende der Tifratiot 


1) Z, anal. Chem. 79, 1 (1930). 
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| anzeigt, Da diese Titration auch bei saurer Reaktion méglich ist, hitte die 


B rillung der Phosphate im Harn erspart werden kénnen. Uber die Schwierig- 


' keiten und Miangel dieser Methode wurde bereits berichtet’). 


II. Eine dihnliche, ebenfalls sehr einfache Methode der Sulfatbestim- 
mung, bei welcher das ‘tiberachtissig zugefiigte Bariumsalz mit Soda zuriick- 
titriert wird, stammt von Gawaloswski’). Diese Methode lit sich auch 

als Mikromethode verwenden, wenn bei der Titration des Bariums in 50°/, iger 
aoa aes Lésung gearbeitet wird. Die Analyse von eingewogenen 


' Bariumsalzen mit Verwendung von n/20-Lésungen und Phenolphthalein als 
| Indikator ergaben sehr gute Resultate. Bei der Anwendung der Methode 
auf den Harn kamen jedoch 6fters Fehlresultate vor, da die Fillung des 
' Bariums als Carbonat durch die Gegenwart anderer Salze (anorganischer 
q Veraschungsriickstand) in quantitativer Hinsicht stark beeinfluBt wird. 


III. Einen breiten Raum unter den Sulfatbestimmungsmethoden nehmen 


" jene Methoden ein, die auf Umsetzung mit Chromaten beruhen. Uber diese 
| mannigfaltigen Methoden liegt eine eingehende Untersuchung und kritische 
Betrachtung von Ph. Photiadis‘’) vor. Nach den Ergebnissen seiner Unter- 
| suchungen hatte die Ubertragung der Methoden in die Mikroanalytik wenig 
' Aussicht auf Erfolg. Unsere Versuche, welche sich auf die Erfahrungen 
' yon Ph. Photiadis aufbauten, ergaben zwar die Mdglichkeit, eine solche 
| Sulfatbestimmung richtig durchzufiihren, zeigten aber gleichzeitig den lang- 
-wierigen Weg und die damit verbundenen Fehlerméglichkeiten auf. Es 
‘sei hier nur kurz darauf hingewiesen, da zur indirekten Bestimmung des 
| Sulfates nach diesen Methoden nicht weniger als 5 Operationen notwendig 
sind, deren unvermeidliche kleine Fehler sich unter Umstinden addieren: 
| 1. Fillung des Sulfates mit Bariumsalz, 2. Fillung des iiberschiissigen 
' bariums mit Ammonchromat, 3. Trennung des Bariumchromates vom lés- 
_ lichen Chromat, 4. Umsetzung des léslichen Chromates mit Jodwasserstoff, 
| 6. Umsetzung des freigewordenen Jodes mit Thiosulfat. 


Konrad Lang‘) hat eine solche Methode zur Bestimmung von 


' Schwefel und der Sulfate im biologischen Material beschrieben, wobei die 
Schwefelsiure mit Bariumchromat umgesetzt wird und nach erfolgter 
; Fillung des tiberschiissigen Bariumchromates die freie Chromsiiure mit Di- 
_phenylearbazid colorimetrisch bestimmt wird. Morgulis, Sergius und 
» Martha Hemphill) erbrachten den Nachweis, daB bei der Bestimmung 


nach K. Lang Phosphate und Harnsiiure stéren und richtige Resultate auf 


_ Fehlerkompensationen beruhen. Die gleichen Autoren veréffentlichten eine 
' analoge Methode®), bei welcher sie die Chromsiiure jodometrisch bestimmten. 
q Uber die Bestimmung von Chromation auf jodometrischem Wege haben 
| Wir eingehende Untersuchungen durchgefiihrt und auf die dabei einzuhal- 
_tenden Versuchsbedingungen hingewiesen’). Zusammenfassend kann man 
‘sagen, daB die Methoden der Sulfatbestimmung mittels Chromaten keine 


einfachen und leicht durchfiihrbaren Bestimmungen sind und wegen der 


; damit verbundenen Fehlerméglichkeiten (Adsorptionserscheinungen bei der 
F Fillung, 3, Kinflub reduzierender “Stoffe usw.) nicht immer verlaBlich sein kénnen. 


') Mikrochemie XIV, 41 (1988). 2) Z. anal. Chem. 27, 152 (1888). 
*) Z. anal. Chem. 91, 173 (1933). 4) Biochem. Z. 213, 469 (1929). 

*) Biochem. Z. 249, 409 (1932). 6) J. of biol. Chem. 96, 573 (1932). 
‘, Z. anal. Chem. 97, 305 (1934). 
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Die Benzidinmethode. 


Diese Methode nimmt eine Sonderstellung unter allen maj. 
analytischen Methoden der Sulfatbestimmung ein. Sie ist zuniichg 
die einzige direkte Bestimmungsmethode, da die gesuchte Schwefel 
siure selbst als Benzidinsulfat zur Titration kommt. Durch de 
kiirzeren Weg werden auch die Fehlerméglichkeiten geringer unj 
es ist verstindlich, daB diese Methode trotz der Mingel, die ih 
anhaften, unter allen Methoden noch die besten Werte gibt, wie 
dies Mario Talenti?) gefunden hat. Die Benzidinmethode ha 
jedoch noch einen zweiten, nicht zu unterschitzenden Vorteil 
Bei Gegenwart einer entsprechenden Salzsiurekonzentration wib. 
rend der Fallung, die schon durch Anwendung eines Uberschusse 
an salzsaurem Benzidinreagens erreicht werden kann, werden dis 
Phosphate des Harns nicht gefillt, bzw. lésen sich wieder i: 
Uberschu8B des salzsauren Fiillungsmittels. Dadurch kann dis 
Entfernung der Phosphate aus dem Harn entfallen. Die Trag 
weite dieses Vorteiles kann nur der richtig einschitzen, der sic 
selbst mit der experimentellen Bearbeitung der Methode beschii 
tigt hat und die Schwierigkeiten kennt, welche die Entfernung 
der Phosphate bedingt, wenn gleichzeitig darauf Riicksicht ge 
nommen werden muf, daf die angewandten Reagentien bei de 
spiteren Sulfatbestimmung nicht stéren sollen. 

Diese beiden Vorteile, die direkte Bestimmungsform und de 
Entfall der Phosphatfallung haben uns veranlaBt, die Benzidin 
methode experimentell genauestens zu priifen um zu sehen, au 
welchen Komponenten sich das Endergebnis zusammensetzt und 
ob eine Mikromethode miglich ist. Auf die Wiedergabe der zal 
reichen Versuche, bei welchen Mikroeinwagen von reinstem Kalium 
sulfat unter fortlaufend geinderten Bedingungen analysiert wurden 
sei hier verzichtet. Im nachstehenden seien hier nur die wesent 
lichsten Ergebnisse und die fiir die Mikromethodik gewonnenet 
Gesichtspunkte kurz zusammengestellt: 

1. Die Benzidinmethode ergibt auch unter den verschiedenen Versuchs 
bedingungen Resultate, aus denen hervorgeht, daB die vorhandenen Sulfaté 
in der Hauptmenge immer erfaft werden, daher ein vollkommenes Feb! 
resultat kaum in Frage kommt. 

2. Richtige oder annihernd richtige Resultate ergeben sich aus ¢ef 
Kompensation von 2 Fehlerquellen: Erstens der Verlust an Benzidinsulfat 


durch seine Léslichkeit, zweitens die Verunreinigung des Benzidinsulfat 
niederschlages durch mitgerissenes Benzidinchlorhydrat, welches mit 2 





1) Chem. Z. 1627, I, 1711. 
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Titration gelangt. Man kann sich davon iiberzeugen, wenn bei Analysen 
mit richtigen Ergebnissen die austitrierten Lésungen mit Salpetersiure an- 
gesiuert und mit Silbernitrat versetzt werden. Das gewogene Chlorsilber 
entspricht dann der Menge mitgerissenen Chlorhydrates bzw. dem Verlust 
an Benzidinsulfat. Die Léslichkeitsbestimmung des Benzidinsulfates bei 
Zimmertemperatur ergab folgende Werte: 


Wasser: 9,3 mg-°/, Aceton: 8,76 mg-°/, Alkohol (96°/,ig): 5,24 mg-°/,. 


3. Ein Teil des Verlustes an Benzidinsulfat ergibt sich aus der zu 
groBen Verdiinnung der zu fillenden Sulfatlésung. Wird das feste Sulfat 
nur mit soviel Wasser aufgenommen, da8 die Krystalle eben zerflieBen, so 
ist ein Benzidinsulfatverlust nicht mehr nachweisbar. Die direkte Fillung 
des festen Riickstandes ist nicht ratsam, da sich das Benzidinsulfat dann 
kirnig ausscheidet und das mitgerissene Chlorhydrat schwer zu entfernen ist. 

Ein zweiter, wesentlicher Benzidinsulfatverlust ergibt sich durch das 
salzsaure Benzidinreagens, das ebenfalls Benzidinsulfat lost. Es wurde da- 
her das salzsaure Benzidinreagens (spiter beschrieben) bei Wasserbadtempe- 
ratur vorsichtig mit verdiinnter Schwefelsiure versetzt, bis eben eine 
schwache Triibung bestehen blieb. Nach vollstindigem Abkiihlen und Ab- 
sehen wurde filtriert. Dieses mit Benzidinsulfat gesiittigte Reagens kann 
nun in beliebiger Menge angewandt werden ohne einen Benzidinsulfatver- 
lust zu bewirken; die Anwendung des salzsauren Reagenses im Uberschu8 
erméglicht die Sulfatbestimmung bei Gegenwart von Phosphaten. 


4, Durch Vermeidung des Benzidinsulfatverlustes kam die entgegen- 
gesetze Fehlerquelle, die Verunreinigung des Niederschlages durch Benzi- 
dinchlorhydrat voll zur Geltung; simtliche Analysen ergaben nun zu hohe 
Werte. Versuche, durch geeignete Fallungsbedingungen das Mitfallen des 
Benzidinchlorhydrates zu verhindern oder letzteres am Filter auszuwaschen, 
wurden im groBen Umfang durchgefiihrt; ein wirklich durchgreifender, 
praktiseher Erfolg wurde nicht erzielt. Erst durch Versuche, das Chlor- 
hydrat auf chemischem Wege zu entfernen, konnte hier ein Fortschritt er- 
tielt werden. Das Verfahren beruht auf folgenden Beobachtungen: 

Die waB8rige Lésung der freien Benzidinbase gibt bei neutraler Reak- 
tion mit Silbernitrat sofort eine Fillung von schwerldslichem Benzidin- 
Silbernitrat; in Salpetersiure ist der Niederschlag léslich. Fiigt man zu 
einer Lésung von Benzidinchlorhydrat Silbernitrat, so entsteht eine volu- 
nindse Fallung, die schon duSerlich erkennen liBt, da8 neben dem Chlor- 
silber eine zweite Verbindung mitgefallen sein mub. Ein solcher Nieder- 
schlag, sofort auf ein gewogenes Filter abgesaugt, mit Wasser gewaschen, 
getrocknet und gewogen, zeigt ein um 60—70°/, héheres Gewicht als der 
theoretisch zu erwartenden Chlorsilbermenge (2 Mol. AgCl aus 1 Mol. Ben- 
tidinchlorhydrat) entspricht. Nach Auswaschen des Niederschlages mit ver- 
dinnter Salpetersiiure kann man im Filtrat Silber und Benzidin nachweisen. 

Aus diesen Ergebnissen liBt sich folgender Reaktionsvorgang schlieBen: 
Das Silbernitrat fallt aus dem Benzidinchlorhydrat Chlorsilber; daneben 
entsteht in diquivalenten Mengen freie Benzidinbase und Salpetersiiure. Die 
freie Benzidinbase kann nun sowohl mit der Salpetersiiure unter Bildung 
von Benzidinnitrat reagieren (normale Umsetzung), als aber auch mit dem 
im riesigen Uberschu8 vorhandenen Silbernitrat unter Bildung des schwer- 
lislichen Benzidin-Silbernitrates. Wie nun der quantitative Versuch zeigt, 
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verschieben sich die Umsetzungen zugunsten der Bildung von Benzidin- 
Silbernitrat, da die nur in iquivalenter Menge vorhandene und durch die 
Lésungsmittel stark verdiinnte Salpetersiiure weder die freie Benzidinbase 
binden noch die Fallung von Benzidin-Silbernitrat lésen kann. Das End. 
ergebnis der Fillung ist somit Chlorsilber und Benzidinsilbernitrat, die 
Salpetersiure bleibt in Lésung und wird ausgewaschen. 


5. Die technische Durchfiihrung der Mikrofiltration des Benzidin- 
niederschlages und die Ubertragung desselben in den Titrationskolben 
(spiiter beschrieben) lieBen sich mit Verwendung des automatischen F'j- 
trationsverfahrens nach F. Pregl] einfach und bequem gestalten. Bei der 
Titration des Benzidinsulfates machte sich das an Stelle des Chlorhydrates 
nunmehr vorhandene Silbernitrat stérend bemerkbar, da das Silber knapp 
vor Erreichung des Indikatorumschlages als Oxyd fiallt und die Beurteilung 
des Indikatorfarbtones beeintrichtigt. Durch Zusatz von Kaliumjodid in 
die zu titrierende Lésung konnte dieser Ubelstand beseitigt werden. 


Der Nachweis und die Beseitigung der beiden wesentlichsten 
Fehlerquellen bei der Benzidinmethode erméglichte es, dieselbe 
ohne weiteres als Mikromethode zu verwenden. In den nach- 
stehend angefiihrten Analysen von reinstem Kaliumsulfat ent- 
spricht der Schwefelgehalt ungefihr dem Gesamtschwefelgehalt 
von 1 ccm Harn. 





























Kaliumsulfat | n/50-Lauge Schwefelgehalt Febler 
mg ecm berechnet | gefunden 
5,937 3,41 1,092 mg 1,094 mg +2 
5,365 3,09 0,987, 0,991 ,, +k, 
3,128 1,80 0,575 ,, 0,577 ,, + 4. 
8,225 4,73 1,513 ,, 1,516 ,, +s, 


Anwendung der Methode auf den Harn. 


Schon bei der Uberpriifung der Benzidinmethode zeigte sich, 
daB der quantitative Verlauf der Fiallung durch die Gegenwart 
anderer Stoffe im gréBeren oder geringeren Umfange beeinfluft 
wird. Um solchen Stérungen miglichst aus dem Wege zu gehen, 
wurde auf die Bestimmung der Sulfat- und Atherschwefelsiiure 
(direkte Fallung im Harn) verzichtet und nur die Bestimmung 
des Gesamtschwefels und des Neutralschwefels ausgearbeitet, aus 
deren Differenz sich die Menge der Sulfat- und Atherschwefel- 
siuren ohnehin ergibt. Die Neutralschwefelbestimmung sollte nach 
Entfernung der beiden Schwefelsiiuren analog durchgefiihrt werden 
wie die Gesamtschwefelbestimmung. Dadurch wire zunichst der 
EinfluB aller organischen Harnbestandteile ausgeschaltet. 
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Auf den groBen Vorzug, dab durch den Entfall der Phos- 
phatfillung keine weiteren Reagentien in die Lisung gelangen, 
wurde schon hingewiesen; es verblieb nun noch die Frage nach 
einem Veraschungsverfahren, durch welches die Mengen der an- 
organischen Harnbestandteile nicht wesentlich vergréBert werden. 
AuBerdem sollte das Verfahren experimentell keine weiteren Um- 
stindlichkeiten mit sich bringen, so daB von der Abmessung der 
Harnmenge bis zur automatischen Filtration der Benzidinfillung 
kein GefaiBwechsel eintritt. Es ist eine alte mikrochemische 
Erfahrung, da8 mit der Vereinfachung der experimentellen Durch- 
fiihrung die VerlaBlichkeit einer Methode steigt. 

Unter den mannigfaltigen Veraschungsmethoden wurde eine 
alterprobte Methode gewahlt, die in der Kautschukindustrie zur 
Bestimmung von Schwefel in Kautschuk angewendet wird und 
die den besprochenen Anforderungen am besten entsprach. Es 
ist dies die Veraschung mit einer Lésung von Brom in konzen- 
trierter Salpetersiiure. Beim UbergieBen des eingedampften Harnes 
mit diesem Reagens in der Kiilte tritt sofortige heftige Reaktion 
ein, wobei das tiberschiissige, elementare Brom eventuell fliichtige 
Oxydationsstufen wie schweflige Siiure sogleich zu Sulfat oxydiert. 
Nach dem Eindampfen am Wasserbad hinterbleibt ein zitronen- 
gelber Riickstand, der sich hauptsichlich aus nitrierten Phenolen 
und Salpeter zusammensetzt. Beim vorsichtigen Erhitzen des 
Riickstandes mit der Flamme entweichen zunichst die fliichtigen 
Ammonsalze; wird anschlieBend stirker erhitzt tritt Verkohlung 
ein, welche jedoch rasch wieder zuriickgeht und eine klare Sal- 
peterschmelze hinterlaBt. Die Verkohlung des Riickstandes und 
die Bildung der Schmelze geht innerhalb 30 Sekunden vor sich. 
Das Veraschungsverfahren wurde an Hand gravimetrischer Ge- 
samtschwefelbestimmungen im Harn mit dem Verfahren von 
Benedict und Denis?) verglichen. Die nach beiden Methoden 
erhaltenen Werte stimmten gut iiberein. 

Die Salpeterschmelze, welche nach dem Abkiihlen eine weiBe 
Salzkruste bildet, ist zur Fallung des Sulfates nicht geeignet, da 
sie nitrithaltig ist und die Gegenwart von Nitriten nach unseren 
Erfahrungen bei der Benzidinfallung am stirksten stért (groBe 
Verluste). Durch einmaliges Abdampfen mit verdiinnter Essig- 
sdure kann das Nitrit entfernt werden. Die Gegenwart von 
Nitrit gibt sich bei der Benzidinfallung durch Farbenreaktionen 


') J. of biol. Chem. 6, 363 (1909); 8, 401 (1910/11). 


So”. 
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deutlich zu erkennen. Geringe Mengen verursachen Gelbfarbung. 
gréBere Mengen Braun bis Schwarzbraunfirbung der Lésung, 
Auf Zusatz von sehr viel Alkohol zu dieser gelb gefarbten 
Lésung tritt intensive Rotfairbung auf. 

Fiir die Anwendung des Benzidinverfahrens auf den Harn 
ergibt sich nun folgender Arbeitsgang: 

Gesamtschwefelbestimmung: 1ccm Harn wird bei alka- 
lischer Reaktion in einer Porzellanschale eingedampft, der Riick- 
stand mit Brom-Salpetersiure iibergossen, abermals eingedamptt 
und nun bis zur klaren Schmelze erhitzt. Nach Entfernung der Nitrite 
durch Abdampfen mit Essigsiure wird der Salzriickstand mit wenig 
Wasser aufgenommen und mit 20 ccm Benzidinreagens gefillt. 

Neutralschwefelbestimmung: 10 ccm Harn werden in 
einem 50ccm fassenden MaSkélbchen mit Salzsiure gekocht (Aul- 
spaltung der Atherschwefelsiiuren), dann mit gemessener Menge 
Bariumchlorid versetzt. Die abgekiihlte Lésung wird mit Ammoniak 
alkalisch gemacht, durch Zusatz gemessener Mengen Ammon- 
carbonat das iiberschiissige Barium gefallt und das Restvolumen 
(ungefihr die Hilfte) mit Alkohol ergiinzt. Nach Durchmischen 
wird filtriert, 25 ccm Filtrat (entsprechend 5 ccm Harn) werden 
in einer Porzellanschale eingedampft, mit Brom-Salpetersiure ver- 
setzt und wie bei der Gesamtschwefelbestimmung weiterbehandelt. 
In Anbetracht der gréBeren Phosphatmenge werden zur Fillung 
30 ccm salzsaures Benzidinreagens verwendet. 


Die fliichtige Komponente des Neutralschwefels. 

Die Priifung der maBanalytischen Methode auf ihre Brauch- 
barkeit zur Schwefelbestimmung im Harn erfolgte durch Analyse 
von Mischharnen, von welchen immer gleichzeitig der Gesamt- 
schwefelgehalt und der Neutralschwefelgehalt auch makroanalytisch 
(Veraschung nach Benedict-Denis) nach gravimetrischer 
Methode erfolgte. Die Werte fiir Gesamtschwefel stimmten bei 
beiden Methoden innerhalb der Fehlergrenzen gut iiberein; beim 
Neutralschwefel dagegen wurden die Werte nach der maBanaly- 
tischen Methode immer etwas niedriger gefunden. Es besteht 
nun ein wesentlicher, grundsiitzlicher Unterschied in der Neutral- 
schwefelbestimmung nach diesen beiden Verfahren. Bei der 
gravimetrischen Makromethode wird nur der Schwefelgehalt der 
Sulfat- und Atherschwefelsiure bestimmt und dieser vom Gesamt- 
schwefelgehalt in Abzug gebracht; es ist dabei gleichgiiltig, wie- 
viel Schwefel wirklich im organischen Material vorhanden war. 
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Bei der maBanalytischen Methode ist dies umgekehrt, hier wird 
nach Entfernung der beiden Schwefelsiuren der Schwefelgehalt 
im organischen Material bestimmt, und jeder Verlust kommt im 
Resultat zur Geltung. Ist nun beim Neutralschwefel eine Kom- 
jonente, die beim Kochen mit Salzsiiure (Aufspaltung der Ather- 
schwefelsiure) fliichtig ist, so erniedrigt sich dadurch der Wert 
des Neutralschwefelgehaltes. 

Zur direkten Bestimmung dieser fliichtigen Schwefelverbindung 
wurden Gesamtschwefelbestimmungen durchgefiihrt, wobei der 
Harn vorerst mit konzentrierter Salzsiure versetzt und eingedampft 
wurde. Dieser mit Salzsiure vorbebandelte Harn gab nun regel- 
miBig einen Schwefelgehalt, der um 1—3 mg-°/, niedriger war als 
bei der normalen Gesamtschwefelbestimmung. Der Differenzwert 
wurde als fliichtiger Schwefel bezeichnet. 

Es war anzunehmen, daB dieser fliichtige Schwefel aus den 
Rhodaniden der Harnes stammt, welche beim Ansiuern flichtige 
Rhodanwasserstoffsiure bilden. Bei Bestimmung des fliichtigen 
Schwefels in Harnen, welchen Rhodankalium zugefiigt wurde, 
zeigte sich jedoch, daB es gar nicht méglich ist, die Rhodan- 
wasserstofisiure quantitativ auszutreiben. Der iiberwiegende Teil 
bleibt im Harn zuriick; vermutlich wird die Saure irgendwie ge- 
bunden oder zerfallt iiber Schwefelwasserstoff zu Schwefel. 

Kin weiterer Hinweis, daB diese fliichtige Schwefelkomponente 
nicht aus den Rhodaniden des Harnes stammt, sondern wahr- 
scheinlich organischer Herkunft ist, ergab sich aus Versuchen mit 
Cystin. Es wurde unter anderem die Umsetzung von Cystin mit 
Lauge versucht, von welcher E. Goldmann und E. Baumann!) 
nachweisen konnten, daB diese Reaktion keinen quantitativen 
Verlauf nimmt, sondern nur eine stufenweise, verzégerte Ab- 
spaltung von Schwefelwasserstoff eintritt. Durch EKindampfen von 
Cystin mit iiberschiissiger Lauge, wobei es zur Bildung konzen- 
trierter Lauge kommt, die bei der gegebenen Temperatur von 
100°C in der Wirkung einer schwachen Alkalischmelze gleich- 
kommt, glaubten wir die quantitative Umsetzung bewirken zu 
kénnen. Wird ein solcher Alkaliriickstand mit Salzsiure versetzt, 
so entweicht Schwefelwasserstoff und nach Vertreibung desselben 
verbleibt ein Riickstand, welcher genau */, des Cystinschwefels 
enthalt, was in mehreren Versuchen iibereinstimmend gefunden 
wurde. Nach diesen Ergebnissen kénnte man sich die Umsetzung 





’) Diese Z. 12, 254 (1888). 
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des Cystins mit Lauge so vorstellen, daB aus 2 Molekiilen Cysti:, 
ein Tetrasulfid (Na,S,) gebildet wird, welches beim Ansiuren ip 
1 Molekiil Schwefelwasserstoff und 3 Atome Schwefel zerfillt. 

Es wurde nun versucht, Harn zuerst mit Lauge einzudampfen, 
dann mit Siure zu kochen, um zu sehen, ob dieser vierte Teil 
des Cystinschwefels, welcher als Schwefelwasserstoff flichtig ist, 
noch gemessen werden kann. Das Ergebnis war das Gegenteil: 
der Neutralschwefelgehalt der Harnes stieg an und war nun fast 
gleich mit dem nach der indirekten Neutralschwefelbestimmung 
(gravimetrische Methode) erhaltenen Neutralschwefelwert. Daraus 
geht hervor, daB durch die Vorbehandlung des Harnes mit Lauge 
die fliichtige Schwefelkomponente in eine fixe, durch Kochen mit 
Saure nicht mehr fliichtige Verbindung iibergegangen ist. 

Die Untersuchungen iiber die einzelnen Komponenten des 
Neutralschwefels und ihr Verhiltnis zum Gesamtschwefel in 
normalen und pathologischen Harnen werden fortgesetzt. 


Die Durchfiihrung der Schwefelbestimmungen. 


Reagentien:1.Verdiinnte N atronlauge(8,ig), 2. Brom-Salpeter- 
siiure: In einen MeBzylinder von 10—15 ccm Inhalt (mit aufgeschliffenem 
Glasstopfen) gibt man 1 ccm Brom und 8—9cem konzentrierte Salpeter- 
siiure. Nach VerschlieBen wird kriiftig geschiittelt und die Mischung, welche 
sowohl geléstes Brom als auch suspendiertes Brom enthilt, sogleich ver- 
wendet. 3. Benzidinreagens: 16 g Benzidinchlorhydrat werden in einem 
Literme8kolben mit 200 ccm Normal-Salzsiure (20 ccm konzentrierte HC! 
und 180 cem Wasser) versetzt und unter 6fterem Umschiitteln auf dem 
Wasserbade erwirmt, bis sich alles gelést hat. Dann wird bis zur Marke 
mit Wasser aufgefiillt und auf dem Wasserbade weiter erhitzt. Zur heiBen 
Lésung fiigt man 1 Tropfen verdiinnte Schwefelsiure, verschlieBt den 
Kolben und durchmischt griindlich. Sollte sich die Fillung wieder gelist 
haben, fiigt man einen zweiten Tropfen verdiinnte Schwefelsiure zu. Dies 
wird solange fortgesetzt, bis in der heiBen Lésung eine schwache Triibung 
bestehen bleibt (2—4 Tropfen). Dann 1i8t man langsam auf Zimmertemperatur 
abkiihlen und die abgekiihlte Lésung noch 12 Stunden stehen. Die Fliissig- 
keit wird dann filtriert, das klare Filtrat in der Vorratsflasche gesammelt. 
4, Benzidinsulfatlésung: Durch Fillung einer verdiinnten Schwefel- 
siure (etwa 0,5°/,ig) mit wiBriger Lésung von Benzidinchlorhydrat wird 
die ‘gewiinschte Menge Benzidinsulfat dargestellt; die Fillung wird am 
besten auf einem Glastiegel mit Sinterplatte abgesaugt und griindlichst mit 
heiBem Wasser gewaschen. Vom reinen Benzidinsulfat gibt man etwas in 
einen MeB8kolben mit 1 Liter heiBen Wasser und beliBt den Kolben unter 
éfterem Umschiitteln mindestens 1 Stunde auf dem Wasserbade, wobei un 
geléstes Benzidinsulfat vorhanden sein muf. Dann wird wie beim Benzidin- 
reagens langsam abgekiihlt, 12 Stunden stehen gelassen und schlieBlich 
filtriert. 5. Alkohol (96%/,) und Wasser in kleinen Spritzflaschen mit 
ganz feinen Diisen. 6. Alkoholische Silbernitratlésung: 20 g Silber- 
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nitrat in 500g Alkohol (95°/,ig) werden einige Stunden unter RiickfluB- 
kiihlung gekocht, dann 2 Tage im Dunkeln stehen gelassen und von aus- 
geschiedenem Silber filtriert (braune Vorratsflasche); es ist die gleiche Lésung 
wie bei der Mikromethoxylbestimmung. 7. Methylrot als Indicator: 
Lésung von Methylrot in einer zur Lésung nicht ausreichenden Menge 
n/10-Lauge (Bodenkérper). Es empfiehlt sich die Lésung mit Wasser so zu 
verdiinnen, daB 0,1 cem des Indicators in 20ccm Wasser gebracht, eben 
eine passende Farbstiirke ergeben und diese Indicatormenge bei allen Be- 
stimmungen beizubehalten. 8. n/50-Siure und Lauge (Natron- oder 
Kalilauge, Salzsiure oder Schwefelsiure). 9. Bariumchloridlésung 
(10°,ig. 10. Ammoniumcarbonatlésung (8°, ig). 


Gesamtschwefelbestimmung. 


Veraschung: 1 ccm Harn wird in einer Abdampfschale 
yon 7cm Durchmesser mit 0,2 ccm verdiinnter Lauge (8°/,ig) 
versetzt und auf dem Wasserbade eingedampft; die Schale soll 
miglichst tief in den Wasserbadringen sitzen, die Fliissigkeit am 
Boden der Schale gesammelt sein (nicht an der Wandung ver- 
teilt) Der Riickstand wird erst abkihlen gelassen, dann mit 
3—5 ccm frisch bereiteter Brom—Salpetersiure iibergossen. Man 
liBt 5 Minuten stehen, bis die Reaktion abgeklungen ist und stellt 
dann die Schale wieder auf das Wasserbad. Nach dem Abdampfen 
der Siure iiberzeugt man sich durch den Geruch, daB die letzten 
Spuren Saéure aus dem Trockenriickstand entfernt sind; es ist 
besser etwas linger als zu kurz auf dem Wasserbade zu belassen. 

Die Schale wird dann auf einen Hisenring gestellt und mit 
entleuchteter, nicht zu starker Flamme erhitzt, bis die Ammon- 
salze abgeraucht sind und Verkohlung eingetreten ist. Dann 
nimmt man eine stirkere Flamme (mit Kegel) und erhitzt die 
Schale von der Seitenwand her, indem man die Flamme kreis- 
formig bewegt; die Kohleschicht geht in eine klare Schmelze iiber. 
Sollte an irgendeiner Stelle der Innenwand ein brauner Fleck 
bleiben, so erhitzt man diese Stelle allein, bis derselbe ver- 
schwunden ist. Nach dem Abkihlen fillt man bis zur Hialfte 
mit verdiinnter Essigsiure (10°/,ig) und dampft am Wasserbade 
wieder ein. Es empfiehlt sich, zur Entfernung der letzten Reste 
Kssigsiiure den Riickstand mit einigen Kubikzentimetern Wasser 
aufzunehmen und nochmals einzudampfen. 


Anmerkung: Zum Abmessen des Harnes bedient man sich am besten 
der Prizisionswigepipetten nach F. Pregl. Die Glasur der Schale muB gut 
erhalten sein, da sonst die Schmelze leicht in das pordése heiBe Porzellan 
eindringt; wir verwenden Schalen aus Berliner-Porzellan, innen und aufSen 
glasiert. Die Entfernung der Nitrite gelingt auch ohne Eindampfen mit 
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oe 


Essigsiure, wenn man die Schmelze 10—15 Minuten gliiht; die Glasur wirg 
jedoch dann rasch schadhaft. 

Fallung: Der Eindampfriickstand wird mit wenig Wasser 
bei Wasserbadtemperatur aufgenommen (nicht mehr als daB sich 
das Salz eben lést#) und nach dem Abkiihlen mit 20 ccm Benzidip. 
reagens versetzt. Die Fallung wird mit einem diinnen Glassta} 
gut geriihrt, dieser mit einem feinen Wasserstrahl kurz abgespritzt; 
nach 15 Minuten wird filtriert. 

Filter: Zur Filtration beniitzt man Mikro-Filterréhrchen? 
von zylindrischer Form mit eingeschmolzener Glasfrittenmasse 
welche die mechanische Stiitze des Filters bildet. Zur Herstellung 
des Filters nimmt man die Kante einer Glasplatte (am besten 
einen Objekttrager) und schabt damit (ohne Druck) von einem 
Stiick Filterpapier feine Cellulosewolle ab. Ein lockerer Bauschen 
in der GréBe einer SteinnuB wird nun in einem Reagenzglas mit 
Wasser kraftig geschiittelt und die Suspension in das Filter. 
réhrchen gebracht. Man 1aBt die Cellulose absitzen (evtl. unter 
schwachem Saugen) und sorgt, daB sie sich auf der Unterlage 
gleichmaBig verteilt. Dann wird angesaugt und durch wiederholtes 
festes Stampfen mit einem scharfkantig abgeschnittenen Glasstab (3 bis 
4 mm Durchmesser) das Material zu einer festen Platte zusammen- 
gepreBt. Die Filterplatte soll 2—3 mm hoch sein und eine vollkommen 
gerade Oberfliche aufweisen. Auf das Filter gibt man einen Bausch 
langfaseriger Verbandswatte (in der Gréfe eines Fingerhutes) und 
driickt diesen gelinde nieder. SchlieBlich saugt man ein halbes 
Reagenzglas kochendes Wasser durch das Réhrchen, um das Filter 
auszuwaschen. 


Anmerkung: Das Filterréhrchen mu8 zylindrische Form haben; 
Filterrdhrchen, welche unterhalb der Miindung eine Verengung haben, sind 
unbrauchbar. Asbestfilter sind fiir das maBanalytische Arbeiten unbrauchbar. 
Der Wattebausch oberhalb des Filters hat 2fachen Zweck: Erstens soll 
die Hauptmenge des Benzidinsulfatniederschlages von der Filterplatte fern- 
gehalten werden, um die sonst unvermeidliche Verstopfung zu verhinder, 
zweitens soll wegen der Nachbehandlung eine gréBere lockere Verteilung 
des Niederschlages erreicht werden. Die Cellulosefilterplatte ist auch bei 
rascherem Durchsaugen voll wirksam; das Filtrat ist immer (auch beim 
Durchsaugen von Wasser) schwach opaleszent, da feinster Cellulosestaub 
von der unteren Seite der Filterplatte abgeschwemmt wird. 


Filtration: Das Filterréhrchen wird mit dem dazugehérigen 
Heberohr verbunden und unter schwachem Ansaugen der Wasse!- 





1) Erdalkaliphosphate bleiben ungelést. 
*) A. Friedrich, Die Praxis d. quant. org. Mikroanalyse, S. 89. Verlag 
Franz Deuticke, Leipzig u. Wien 1933. 
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strahlpumpe die erste Hialfte der Fliissigkeit von oben herab 
weggesaugt, dann geht man mit dem Heberohr auf den Boden 
der Schale und saugt den zweiten Teil ab. Das Tempo wird so 
gewihlt, daB die Tropfen in rascher Aufeinanderfolge auf das 
Filter fallen; anfangs geniigt ein schwaches Saugen, in dem MaBe, 
wie sich der Niederschlag auf dem Filter sammelt, saugt man 
stiirker an. 

Sobald die Schale vollstiindig geleert ist, spritzt man diese 
yom oberen Rand aus rund herum mit einem feinen Strahl Alkohol 
ab. Durch die entstehende Oberflichenspannung wird der an der 
Wand haftende Niederschlag zusammengezogen und kann nun 
vom Heberohr aufgenommen werden. Anschlie8end wird mit einem 
feinen Wasserstrahl abgespritzt und nachher wieder mit etwas Alkohol. 
Wenn der im Heberohr aufsteigende Alkohol keinen Niederschlag 


mehr mit sich fiihrt, ist die Filtration beendet. Durch die Ver- 


wendung geringster, eben notwendiger Mengen Alkohol und Wasser, 
sowie durch rasches Durchsaugen derselben, werden Verluste an 


! Benzidinsulfat verhindert. 


Das Heberohr wird nun abgenommen, das Filterréhrchen bis 


' auf den oberen Rand mit gesittigter Benzidinsulfatlésung voll- 
| gefillt und diese durchgesaugt. Dann entfernt man den Vakuum- 
' schlauch von der Saugflasche und la48t aus einer Pipette voll- 


kommen klare alkoholische Silbernitratlésung auf den Niederschlag 
tropfen bis die Lésung 2—3 mm iiber dem Wattebausch steht. 
Nun verbindet man wieder mit der Wasserstrahlpumpe und saugt 
nur soviel an, daB die Fliissigkeit die obere Grenze des Watte- 
bauschens erreicht. Nach 10 Sekunden langer Einwirkung wird 
die Silbernitratlésung vollkommen abgesaugt, der Niederschlag 
wird durch 3 maliges Vollfillen des Filterréhrchens mit gesittigter 


| Benzidinsulfatlésung nachgewaschen. 


Titration: In ein 100 ccm fassendes Erlenmeyerkélbchen 
aus Jenaer Geriiteglas gibt man 20 ccm Wasser, dazu etwas 


Methylrotlésung und einige Krystalle Kaliumjodid. Die Lésung 


wird aufgekocht, einige Sekunden im Sieden erhalten, dann mit 
n/50-Séure auf Rot und nun mit n/50-Lauge auf den ersten reinen 
gelben Farbton oder auf Kanariengelb titriert. Wir nehmen die 
erste reine Gelbfarbung. 

Das Filterréhrchen wird von der Saugflasche abgenommen, 
mit der offenen Miindung in den Kolbenhals gesteckt, der auf- 
warts stehende Schaft mit Wasser vollgespritzt und dann in diesen 
hineingeblasen. Die Wassersiiule stéBt mit einem Schlage die 
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Filterplatte samt Wattebausch und Niederschlag in die Titrations. 


lésung. Man spritzt noch einmal durch und iiberzeugt sich danp, 
daB der Inhalt des Réhrchens quantitativ entfernt ist, was in de 
Regel der Fall ist. 

Der Kolbeninhalt wird nun unter stindigem Schwenken 0. 
lange gekocht, bis sich die Filterplatte vollkommen zerteilt hat 
und der Wattebausch sich ausbreitet. Dann wird die Innenwandung 
kurz angespritzt und mit der Titration begonnen. Man titriert 
zunichst auf Gelbfarbung, gibt dann ungefahr 1 ccm n/50-Lauge 
iiberschiissig zu und kocht abermals einige Minuten, bis keine 
Rotfairbung an den Fasern des Wattebauschens und bei einzelne 
K6érnchen zu sehen ist. Darin liegt der Vorteil des Methylrot. 
Indikators, daB ungeliéste Benzidinteilchen, die noch an de 
Fasern haften oder eingeschlossen sind, durch die Rétung de 
Oberfliche erkannt werden kénnen. Ist alles geliést, wird dic 
Innenwandung des Kolbens noch einmal kurz abgespritzt, dam 
14Bt man 0/50-Séure zuflieBen bis zur Rotfirbung (1 ccm) und 
titriert sogleich mit n/50-Lauge auf den gewihlten gelben Farb- 
ton zuriick. 

Berechnung: Die angewandte Menge n/50-Séure wird von 
der n/50-Lauge in Abzug gebracht, die Differenz multipliziert 
mit 0,3206 (log. 50596) ergibt die Schwefelmenge von 1 ccm Han 
in Milligrammen. 


Neutralschwefelbestimmung. 


10 ccm Harn werden in einer innen glasierten Porzellan- 
schale (8,5 ccm Durchmesser) mit 1 ccm verdiinnter Natronlauge 
(8°/,ig) versetzt und auf dem Wasserbade eingedampft. Der 
Trockenriickstand wird mit Wasser wieder aufgenommen und in 
ein 50 ccm fassendes Mef8kélbchen gespiilt. Zur Lisung, die 
ungefiihr 20 ccm betragen soll, fiigt man zunichst tropfenweise 
konzentrierte Salzsiure bis zur sauren Reaktion, dann 1 ccm 
konzentrierte Salzsiiure zur Spaltung der Atherschwefelsiiure. Die 
Lésung wird zum Sieden erhitzt und bei kleingedrehter Flamme 
eine halbe Stunde gekocht, wobei sich das Volumen auf die Hiilite 
verringern soll. Zur heiBen Liésung fiigt man dann 5ccem 10°/,iger 
Bariumchloridlésung und lift abkiihlen. 

Der Kolbeninhalt wird nun mit konzentriertem Ammoniak 
versetzt bis er nach griindlichem Durchmischen deutlich darnacl 
riecht, dann fiigt man 5 com Ammoncarbonatlisung zu und 
schiittelt kriftig um. Man iiberzeugt sich abermals, daB die 
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 Lésung noch nach Ammoniak riecht und fiillt schlieBlich bis zur 


Marke mit 96°/,igem Alkohol auf. Die nach dem Umschiitteln 
eingetretene Volumkontraktion wird durch neuerliche Zugabe von 
Alkohol wieder ausgeglichen. 


Zur Filtration des Niederschlages nimmt man einen Trichter 
yon 5—6 cm Durchmesser, in welchen 2 Filter eingelegt werden, 
und filtriert nach vorangehendem kriftigem Schiitteln der Lisung. 
Der Vorlauf wird getrennt aufgefangen, erst wenn das Filtrat 
vollkommen klar abtropft wird dieses in einem 25 ccm-MeBkélb- 
chen gesammelt. In diesem Filtrat (5 com Harn entsprechend) 
wird nun die Gesamtschwefelbestimmung mit geringfiigigen Ab- 
inderungen durchgefiihrt. 


Abinderungen: Die Porzellanschale hat 8—9 cm Durch- 
messer; das Filtrat wird nicht auf einmal, sondern in 3 Teilen 
eingedampft, damit sich der Riickstand nicht zu sehr verteilt. 
Die Schale soll méglichst tief in den Wasserbadringen sitzen. 
Der vollkommen abgekihlte Eindampfriickstand wird vorsichtig 
mit mindestens 10 com Brom—Salpetersiure iibergossen, dann so- 
fort mit einem Uhrglas zugedeckt und 5 Minuten stehen gelassen. 


- Erst wenn beim Erhitzen auf dem Wasserbade das Brom ver- 


schwunden, die Reaktion vollkommen abgeklungen ist, wird das 
Uhrglas nach kurzem Abspritzen wieder entfernt. Das Erhitzen 
mit der Flamme ist unter dem Abzug durchzufiihren, da viel 
Ammonsalze vorhanden sind. Zur Fiallung des Sulfates werden 
30 com Benzidinreagens verwendet. 


Bestimmung des fliichtigen Schwefels. 


Diese Bestimmung unterscheidet sich von der Gesamtschwefel- 
bestimmung nur dadurch, daB 1 ccm Harn zuerst mit 2 Tropfen 
konzentrierter Salzsiiure eingedampft werden. Nach Oxydation 


' und Abrauchen des Broms gibt man in die konzentrierte Salpeter- 
| siure 0,2 ccm verdiinnte Natronlauge (8°/,ig); dieser Zusatz ist 
_ erforderlich, um die nétige Menge Salpeter fiir die Schmelze zu 


erhalten. 
Analysen. 
Harn I, 
25 cem Harn (verascht nach Benedict-Denis) gaben 0,1666 g BaSQ,. 
25cem ,, (Sulfat- und Atherschwefelsidure) » 09,1457 g BaSO,. 


Gefunden: Gesamtsehwefel 91,52 °/,. Neutralschwefel 11,48 mg-°/,. 
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Gesamtschwefel . . . 1cem Harn, 2,85 ccm n/50-Lauge; gef. 91,37 mg.') 


desgl. o « e-leem , 2,85ccm 9" » 91,37 mg.) 

(Vorbehandlungm.HCl) icem ,, 2,80ccm ms » 98,77 mg-") 

desgl. leem ,, 2,80¢cm » » 98,77 mg-"), 

Neutralschwefel ...5cem ,, 1,68ccem i 5» 10,77 mg-") 

desgl. -«- Seem , 1,67 ¢cem * » 10,71 mg-"), 

Flichtiger Schwefel . (Differenzwert) 1,60 mg-'), 
Harn II. 


25 cem Harn (verascht nach Benedict-Denis) gaben 0,1344 g BaS0,. 
25eem ,, (Sulfat- und Atherschwefelsiure) » 09,1178 g BaSO,, 


Gefunden: Gesamtschwefel 75,84 mg-°/,. Neutralschwefel 9,12 mg-’,,, 
Gesamtschwefel . . . 1ecm Harn, 2,31 cem n/50-Lauge; gef. 74,05 mg-’, 


desgl. ---leem , 2,88 ccm - », 74,70 mg->,, 

(Vorbehandlungm.HCl) leem ,, 2,25 cem ™ yy 712,13 mg-), 

desgl. leem ,, 2,27¢ccm m >» 72,77 mg-"), 

Neutralschwefel . ..5cem ,, 1,24 eem - » 1,95 mg.) 

desgl. -« - Seem , 1,29ccm » », 8,27 mg-"), 

Fliichtiger Schwefel . (Differenzwert) 1,00 mg-°,, 
Harn III. 


25 cem Harn (verascht nach Benedict-Denis) gaben 0,1405 g BaS0,. 
25ceem ,, (Sulfat- und Atherschwefelsiiure) »  0,1178 g BaSO,. 


Gefunden: Gesamtschwefel 77,19 mg-°/,. Neutralschwefel 10,44 mg-’), 
Gesamtschwefel . .. 1cem Harn, 2,36 ccm n/50-Lauge; gef. 75,66 mg-’, 


desgl. o«-eileem , 2,87 ccm »» 15,98 mg-"), 
(Vorbehandlung m.HCl) 1ecem ,, 2,27 ecm ‘ 5, 712,77 mg-’), 
desgl. leem ,, 2,27 ccm “ 5» 02,77 mg-"), 
Neutralschwefel . . . 5ceem ,, 1,35 cem 1% » 8,65 mg-") 
desgl. --.5ceem i , 1,38ccem m » 8,46 mg-°,, 
Fliichtiger Schwefel . (Differenzwert) 1,89 mg-",, 


Neutralschwefelbestimmung nach Vorbehandlung des Harnes mit Lauge: 


5 cem Harn, 1,63 ccm n/50-Lauge; gef. 10,45 mg-°/,. 
5eem ,, 1,56 cem - » 10,01 mg-°/,. 


Mit Ausnahme der zuletzt angefiihrten Bestimmung sind “alle Neutral 
schwefelbestimmungen ohne Vorbehandlung des Harnes mit Lauge durch: 
gefiihrt worden. Die Werte stimmen, wenn man den fliichtigen Schwefel: 
anteil einrechnet, mit den Werten der gravimetrischen Methode gut iibereit. 





(Aus d 


ue 
F Eule: 
F Eule 
Sy. ke 


F auch | 
; 


b) Ah 











17 


Uber den Carotinoidgehalt einiger Evertebraten. 
Von 


Hans von Euler, H. Hellstrém und E. Klussmann. 
Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus der Zoologischen Station Kristineberg der Kgl. Schwed. Akademie der Wissenschaften 
und dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. August 1934.) 


Uber den Ursprung des Vitamins A in Fischen. 
DaB das Carotin fiir dieSiugetiere die wichtigste Vitamin-A- 


' Quelle bildet?), kann nunmehr als feststehend betrachtet werden. 
- Moore’) hat gezeigt, daB eine weitgehende Umwandlung Carotin— 
| Vitamin A in lebenden Ratten, und zwar vermutlich in ihrer 
_ Leber statthat. In anderen Siugetieren und in Végeln *°) ist 


diese Umwandlung weniger vollstindig. 
Raubfische, welche, von kleineren Fischen lebend, unmittel- 


| bar viel Vitamin A mit ihrer Nahrung aufnehmen, z. B. Gobius niger, 


scheinen nicht oder nur wenig befahigt zu sein, Carotin in 


- Vitamin A zu verwandeln, wie durch frihere Versuche in Kristine- 
_ berg gezeigt wurde !*), wogegen die Fahigkeit zur Carotinumwandlung 
_ bei Fischen, die tiberwiegend von Plankton leben, wohl erhalten 
_ sein kann. Nach neueren Versuchen von Ahmad und Malik’) 
| erfolgte bei Katzen, welche Vitamin-A-frei ernaihrt worden 
| waren, nach Carotineingabe keine Bildung von Vitamin A in der 
| Leber. 


ee 


') a) Euler u. Euler, Sv. kem. Tidskr. 40, 242 (1928). b) Euler, Euler 


_ uHellstrém, ebenda 40, 256 (1928); Biochem. Z. 203, 370 (1928). c) Karrer, 
| Euler u. Euler, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kem. 10, Nr. 2 (1928). d) Euler, 
| Euler u. Karrer, Helvet. chim. Acta 12, 278 (1929). e) Euler u. Euler, 
| Sv. kem. Tidskr. 43, 174 (1931). 


*) Moore, Biochemic. J. 23, 803 (1929); 25, 275 (1931). Vgl. hierzu 


| auch Capper, Biochemic. J. 24, 980 (1930). 


‘) Vgl. hierzu besonders a) Ahmad, Biochemic. J. 25, 1195 (1931). 


| >) Abmad u. Malik, Ind. J. med. Res. 20, 1033 (1933). 
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Wie aus den Untersuchungen von Lénnberg‘) hervorgeht, enthaltey 
die Fische neben Xanthophyll und anderen Phytoxanthinen im allgemeiney 
auch Carotin, und zwar beziehen sich diese Befunde besonders auf Hayt 
und Flossen. Die darin erhaltenen Mengen Carotin per g Organ diirftep 
viel kleiner sein als die Mengen Carotin und Vitamin A, welche in der Leber 
von Siugetieren vorkommen. 


GréBere und mittelgroBe Meeresfische decken ihren Vitamin-A- 
Bedarf (iiber welchen iibrigens wenig bekannt ist) direkt durch 
das fertiggebildete Vitamin A ihrer Beutetiere. Die Carotineinnahme 
dieser Fische wird verhaltnismifig klein sein (Haut der Beute. 
fische), soweit ihnen nicht besonders carotinreiche Evertebraten 
als Nahrung dienen. 


Hinsichtlich niedrigerer Tiere ist weder der Bedarf an 
Vitamin A noch dessen Bildung geklirt, noch sind wir iiber ihren 
Carotinoidumsatz im iibrigen unterrichtet. 


Pflanzen enthalten im allgemeinen kein Vitamin A‘); in- 
wiefern dies fiir Diatomaceen zutrifft, steht noch nicht fest, 


Jameson, Drummond und Coward’) haben in einer frithen 
Periode der Vitamin-A-Forschung festgestellt, daB die marine 
Diatomacee Nitzschia closterium an Ratten gute Wachstums- 
wirkungen hervorbringt. Zu dieser Zeit zog man nur eine einzige 
fettlésliche Wachstumssubstanz in Betracht, und so kamen die 
genannten Autoren zum Ergebnis, ,,daf Nitzschia closterium, die 
in Miquels Lésung oder in sterilisiertem Meerwasser gezogen ist, 
groBe Mengen von Vitamin A zu synthetisieren vermag.“ Die Ver- 
suche der genannten Autoren lassen aber unentschieden, ob es 
sich hier um Carotin oder Vitamin A gehandelt hat; aller Wahr- 
scheinlichkeit nach diirfte letzteres auszuschlieBen sein, wir wollen 
aber selbst priifen, ob Diatomaceen Vitamin A enthalten oder 
nicht. Sollte Nitzschia closterium nicht Carotin enthalten, s0 
miBte man die von dieser Diatomacee hervorgerufene Wachstums- 
wirkung einem anderen Carotinoid zuschreiben. Die Frage, o) 
ein solches Carotinoid bei Diatomaceen und bei Evertebraten 


4) Linnberg, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Zool. 23 A, Nr. 16 (1931); 264, 
Nr. 2 (1932). Auch in Fischeiern findet sich neben Xanthophyll auch Carotin 
in kleinen Mengen; Euler u. Rydbom, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10B, 
Nr. 10 (1930). Euler, Gard u. Hellstrém, Sy. kem. Tidskr. 44, 191 (1932). 
Euler u. Virgin, Biochem. Z. 245, 252 (1932). 

5) Euler, Erg. Physiol. 34, 360 (1932). 

®) Jameson, Drummond u. Coward, Biol. Chem. J. 16, 482 (192+). 
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| yorkommt, scheint uns von allgemeiner Bedeutung fiir die Kenntnis 
' des Carotinoid-Stoffwechsels zu sein’). 


Der biologischen Literatur sei zunichst folgendes entnommen: Lebour'®) 
| hatte betont, daB die jungen Fische sich sehr weitgehend von Copepoden 
ernihren. Wihrend Diatomaceen nur einen kleinen Teil der Nahrung der 
jungen Fische ausmachen, bilden sie die Nahrung von Copepoden und 
Mollusken, von welchen sich dann die Fische erniihren. Man verdankt Hjorth °) 
den Hinweis darauf, daB in der Nordsee im Friihjahr die Menge der Cope- 
oden stark ansteigt, nachdem die Menge der Diatomaceen und andere 
pflanzliche Organismen im Meerwasser stark zugenommen haben; Hjorth 
| betont, daB die vom Auftreten der Diatomaceen bedingte Vermehrung der 
Copepoden wichtig fiir die Entwicklung der jungen Fische ist. Dies gilt 
nach einer Untersuchung von Ove Paulsen”) ganz besonders fiir den 
EinfluB von Calanus finmarchicus auf die Entwicklung von Dorsch und 
Hering im Friihjahr. 

Die ersten Untersuchungen iiber den Ursprung des Vitamins A in 
Fischleber verdankt man einerseits Hjorth*), andererseits Drummond, 
| Zilva und Coward"). In beiden Untersuchungen finden die betreffenden 
Forscher diesen Ursprung in den einzelligen marinen Pflanzen, die 
aber von den Fischen selbst nur ausnahmsweise verzehrt werden. Hjorth) 
fand auch an dem im Frihjahr gesammelten Diatomaceen-Plankton anfiing- 
lich gute Wachstumswirkung auf Ratten (dann eine, vermutlich durch Kiesel- 
siure veranlaBte Gewichtsabnahme). 

Die Untersuchung von Jameson, Drummond und Coward’) ist 
spiter von Ahmad**) wieder aufgenommen worden, nachdem Carotin als 
Provitamin A erkannt war. Ahmad fand das Ol der Diatomacee Nitzschia 
closterium nach Reinkultur sehr reich an Substanzen, welche mit SbCl, 
eine Farbenreaktion geben. Er erhielt mit Ol und Trockenpriiparat der 
genannten Diatomacee Wachstumswirkung an Ratten. Der Autor gibt an, 
daB der gréBere Teil der biologischen Aktivitét vermutlich dem Carotin zu- 
kommt, das von der Diatomacee synthetisiert wird, wofiir er allerdings 
keinen Beweis beibringt. 





’) In Betracht kiimen zunichst selche Carotinderivate, welche noch 
einen unverdinderten $-Ionon-Ring enthalten, nimlich §-Oxycarotin [Kuhn 
u Brockmann, Ber. chem. Ges. 65, 894 (1932)], Carotinoxyd (Euler, 
Karrer u. Walker, Helvet. chim. Acta 15, 1507 (1932)], 6-Semi-Carotinon 
Kuhn u. Brockmann, Ber. chem. Ges. 66, 1319 (1933)], Krypto-Xanthin 
Kuhn u. Grundmann, Ber. chem. Ges. 67, 593 (1934)]. Unter den Caroti- 
noiden von Seetieren ist das Astacin sowohl von Kuhn u. Lederer [Ber. 
chem. Ges. 66, 488 (1933)] als von Fabre u. Lederer [Bull. Soc. Chim. biol. 
16, 105 (1934)] an Ratten wachstumsunwirksam befunden worden. 

*) J. Mar. biol. Assoc. U. Kingd. 12 (1918—1921). 

*) a) Rap. Conseil perm. Internat. pour!’explor. dela Mer. Copenhague 1914. 
b) Proce. roy. Soe. Lond. 93, 440 (1922). 

*) Ove Paulsen, Studies on the Biology of Calanus finmarchicus in 
the waters round Iceland. Medd. fra Kommiss. for Havsunders. Serie: Plank- 
ton, Bd. 1, Nr. 4 (1906). 

) Biochemie. J. 16, 518 (1922). 12) Biochemie. J. 24, 860 (1930). 
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Die Frage, aus welcher Nahrung die Meeresfische ihre grofey 
Vitamin-A-Mengen bilden, erfordert eine eingehendere Beantwortung 
als sie friiher gegeben wurde; sie besitzt nicht nur das urspriing. 
lich rein biologische Interesse. 

Die der Vitamin-A-Bildung zugrunde liegende Reaktion ist, 
wie schon oben angedeutet, noch nicht geklirt, obwohl durch dic 
Arbeiten von Karrer die Konstitution des Carotins und de 
Vitamins A festgestellt worden sind. Eine Erweiterung unsere 
Kenntnisse tiber Vitamin-A-Bildung schien uns deswegen wiinschens. 
wert. Wir hatten bei unserem Aufenthalt in der Meeresstation 
der K. Schwed. Akademie der Wiss. in Kristineberg die Gelegen. 
heit, die Copepode Calanus finmarchicus zu sammeln?’), 

Das Plankton, welches Anfang Juli aus 90m Tiefe an der schwed, 
Westkiiste geholt worden war, wurde von anderen Crustaceen usw. befreit 
und enthielt dann nur mehr die gewiinschte Copepode, welche abzentrifugiert 
wurde. Zum ersten Versuch wurden 21,4 g Zentrifugat mit 170 ecm Chloro. 
form unter Zusatz von wasserfreiem Natriumsulfat verrieben. Der rote Ex. 


trakt zeigte im Spektrophotometer ein breites Absorptionsband mit einem 
Maximum bei 490—500 mu. 
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Fig. 1. Extinktion der Lésungen im Stufenphotometer, 1 cm Schichtdicke. 
Kryst. Carotin, 0,005 mg/ccm CHCl, 
— ——— Volsella-Extr. gt. 0,05 g Frischgew./ccm CHCl, 
tee Calanus-Extr. 0,2 g Frischgew./ecm CHC. 


Der Calanusextrakt wurde im Vakuum eingeengt und aui 
10 cem CHCl, wieder verdiinnt. Diese stark rote Liésung wurde 
mit SbCl, gepriift. Dabei entstand eine Tribung, welche die 
Colorimetrierung verhinderte. Schichtet man den Extrakt iiber die 
SbCl,-Lésung, so beschriinkt sich die Triibung auf die Grenzschicht, 
und die iberstehende Liésung zeigt statt der normalen blauet 
Lovibondreaktion eine griine Farbung. 





18) Herrn Prof. Einar Lénnberg und Herrn Dr. Gunnar Gustafson 
danken wir auch hier fiir ihre freundliche Hilfe. 
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Von obigem Extrakt wurde 1 ccm im Verhiiltnis 1:10 verdiinnt 
und im Stufenphotometer untersucht. Zum Vergleich diente eine 
Carotinlésung, welche 5 y/ccm CHCl, enthielt oe A und B 


der Fig. 1). 


Fir die weitere Bearbeitung wurde der Calanusextrakt nach 
{iberfiihrung in Alkohol mit KOH verseift, und dann mit Ather 
ausgeschiittelt. Dabei ging nur ein geringer Teil der gelben Farbe 
in den Ather iiber. Nach Zusatz von Salzsiure bis zu schwach 
saurer Reaktion ging die gesamte gelbe Farbe sofort quantitativ 
in den Ather iiber. Der Farbstoff erwies sich dadurch von saurer 
Natur. Der so erhaltene Atherextrakt wurde mit Kohlensiiureschnee 
ausgefroren, wobei Verunreinigungen ausfielen und abfiltriert wurden. 
Es mu daran erinnert werden, daB ein Teil des Farbstoffes von 
der Fillung adsorbiert wird, so daB die Untersuchung von da an 
nicht mehr als quantitativ betrachtet werden kann. Der so von 
Sterinen gereinigte Atherextrakt wurde vom Ather befreit und 
die Riickstiinde wurden in Petrolither aufgenommen. Hierauf 
erfolgte die Verteilung zwischen Petrolither und 80°/, igem 
Methanol. Hierbei ging nur sehr wenig in den Alkohol iiber. 
Das Ausschiitteln wurde 3 mal wiederholt, bis die Alkoholschicht 
yollkommen farblos war. 


Beim letzten Ausschiitteln wurden dem Methanol einige Kubik- 
zentimeter 2n-NaOH zugesetzt; nach kriftigem Schiitteln trat 
dann eine deutliche Verinderung der Farbe von Gelblich bis Rot- 
braun auf, und bei der Schichtung sammelte sich das rote Na-Salz 
an der Grenzfliche in roten Flocken, die auf einem Filter ge- 
sammelt wurden. Die roten Flocken konnten in etwas Hisessig 
leicht in Liésung gebracht werden, und gingen nach Zusatz der 
10fachen Menge Wasser beim Ausschiitteln mit Ather in diesen 
iiber (Lésung I). 

Bei dem oben erwihnten 3 maligen Ausschiitteln der Petrol- 
itherschicht mit alkalischem Methanol blieb der Petrolather 
noch gelb gefirbt. Dieser gelbe Farbstoff wurde in Chloroform 
iiberfiihrt (Lésung II). 

Als Lésung III bezeichnen wir die Methanolschicht nach der 


ersten Verteilung bei neutraler Reaktion, welche auf Vitamin A 
untersucht wurde. 


Das Resultat der spektroskopischen Untersuchung ist in der 
folgenden Tabelle zusammengefaBt. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXXVIII. 6 
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Fraktionierung Lésungs- 








Petrolither / Methanol Losung mittel Spektrum 
Methanolschicht bei I CHC! Breites Band von 489—542 ~~ 
alkalischer Reaktion . Max. bei 500 mu. 


wiederholterBehandl. 
mit alkal. Methanol 


Methanolschicht bei Keine deutliche Vit.-A-Absorpt, 
neutraler Reaktion it Alkohol im Ultraviolett ’ 


Petrolitherschicht n. 
II CHCl, Max. bei 491 und 462 mu. 











Der Farbstoff der oben mit I bezeichneten Lésung, welcher 
offenbar sauren Charakter besitzt, entspricht sowohl seinem Lis. 
lichkeitsverhalten als seiner Absorption nach dem friiher aus 
Crustaceen !* 15), ferner aus Echinodermen }® 1”) isolierten Carotinoid 
Astacin. Fiir diese Gruppe von sauren Keto-Carotinoiden schlagen 
wir mit Karrer die Bezeichnung ,,Zoo-Xanthine“ vor. 

Die Absorptionskurve des in CHCl, gelésten sauren Carotinoids 
stimmt gut mit der in anderen Lésungsmitteln von Kuhn, Karrer 
und Lederer gemessenen Absorption. 
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Fig. 2. Carotinoid aus Calanus. 


Neben dem sauren Carotinderivat findet sich in unserer 
Copepode ein neutrales Carotinoid (Lésung IJ). Bei der direkten 
Beobachtung fanden wir schwache Bande mit dem Maxima bei 


14) a) Kuhn u. Lederer, Ber. chem. Ges. 66, 488 (1933). b) Kuhn, 
Lederer u. Deutsch, Diese Z. 220, 229 (1933). 

15) Fabre u. Lederer, Bull. Soc. Chim. biol. 16, 105 (1934). 

6) a) Euler u. Hellstrém, Diese Z. 225, 89 (1934). 

1”) a) Karrer u. Benz, Helvet. chim. Acta 17, 412 (1934). b) Karrer 
u. Loewe, ebenda 17, (1934) Heft 8. 
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491 und 463 my (in Chloroform), was auf Carotin hindeutet; bei 
der photographischen Aufnahme werden diese Bande ganz ver- 
dunkelt von einem anderen Carotinoid, wie die folgende a 
kurve zeigt (vgl. Fig. 2). 

Die Lésung III wurde auf Vitamin A im Ultraviolett spektro- 
sa seree untersucht. Es ergaben sich keine Anzeichen fiir 
die Anwesenheit dieses Vitamins. 

Da, wie oben erwihnt, Calanus finmarchicus als wesentliche 
Nahrung fiir Meeresfische, wie Hering, welcher sicher Vitamin A 
enthilt, angegeben wird, so haben wir die Frage, ob Calanus 
Vitamin A oder Provitamin A enthilt, auch biologisch priifen 
wollen, indem wir die Copepoden direkt an Ratten verfiitterten. 
Von Astacin hatten bereits Kuhn und Lederer (1933), sowie 
Randoin und Lederer’) (1934) die Nichtwirksamkeit auf Ratten 
angegeben. In einem Versuch mit der Vitamin-A-freien Grund- 
kost des Instituts, bei welchem die Ratten taglich 0,2 g bzw. 
0,4 ¢ der abgepreBten Calanusmasse erhielten, ergab sich eine 
mittlere Tageszunahme des Gewichts von 0,1 g bzw. 0,45 g. 


Was nun den Nachweis eines sauren Keto-Carotinoids in der Cope- 


; pode Calanus finmarchicus betrifft, so ist dasselbe in Oltropfen konzentriert, 


welche sich in dem den hinteren Teil des Darmes umgebenden Bindegewebe 
befinden. Die Rolle dieser Substanz an dieser Stelle ist ganz unaufgeklirt. 

Zu einer Aufspaltung unter Bildung von Vitamin A kann Astacin 
nicht AnlaB geben, da nach Karrer fiir diesen Stoff nur die Formeln des 
4,5,4’,5’-Tetra-keto-8-Carotins oder des 5,6,5’,6’-Tetra-keto-(-Carotins in 
Frage kommen, in welchen ein unverinderter 6-Iononrest nicht mehr vor- 
handen ist. Eine einleitende Reduktion dieses Tetra-keto-Carotins ist kaum 
anzunehmen. 

Auf die Méglichkeit, daB die Zoo-Keto-Xanthine als reversible 
Redoxsysteme mit Zwei-Stufen-Oxydation fungieren, etwa wie das Hallo- 
chrom [Friedheim, Biochem. Z. 259, 257 (1983)] oder das yon Michaelis 
studierte Pyocyanin, wird im Anschluf an Angaben iiber die Reduktion der 
Asterinsiure aus Asterias rubens hingewiesen werden. 


Kine uibnliche Rolle wie Calanus fiir Meeresfische spielt die 
Crustacee Daphnia magna fiir die Ernihrung von SiiBwasser- 
ischen}8), Unsere am Calanus erhaltenen Resultate, besonders ihr 
‘“ehalt an einem sauren Carotinoid, legten die Vermutung nahe, 
dah auch in Daphnia ein dhnlicher Stoff enthalten sei. Diese 
Erwartung hat sich nicht bestitigt. 


') Uber die Entwicklungsbedingungen von Daphnia magna vgl. die 
gtundlegenden Arbeiten von E. Naumann [K. Fysiogr. Sallsk. Lund Férh. 
4, Nr. 3—15 (1934)}. 


6* 
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Die Bearbeitung von Daphnia, welche wir im Sommer dieses Jahres 
von Statens Fiskerif6rséksanstalt, Lové, erhielten’*), geschah in genau de, 
gleichen Weise wie diejenige von Calanus. Bei der Verteilung zwische, 
Petrolither und Methanol bei alkalischer Reaktion wurde kein Anzeichey 
des Vorkommens eines sauren Carotinoids gefunden. Die spektroskopische 
Untersuchung der stark gefiirbten Petrolitherschichte ergab deutlich 
Bande bei 493, 461 und 430 mu. Der Vergleich mit einer Carotinlisuny 
im Hiifnerprisma zeigte eine Verschiebung von 2 mu gegen Violett im Ver. 
hiltnis zu dem Carotinspektrum. 

Die Methanolschicht von der Ausschiittlung bei neutraler Reaktioy 
enthielt noch Carotinoide. Ein Fisch, welcher von Daphnia magna leby, 
Carassius carassius, wurde in einem Aquarium wiihrend drei Wochen ay. 
schlieBlich bei dieser Nahrung gehalten. Parallelversuche mit natiirlichey, 
gemischter Nahrung. Nach dieser Zeit Extraktion der Carotinoide in jip. 
licher Weise, einerseits der Lebern und andererseits der von Kingeweide 
befreiten iibrigen Koérper. Sowohl die Versuchsfische wie die Kontrollep, 
und zwar sowohl die Leber wie der iibrige Kérper ergaben durchgehend 
dasselbe Spektrum, nimlich 493, 461 und 430 mu. Die Kontrollfische ent. 
hielten also auffallenderweise die gleiche Menge der Carotinoidmischung 
wie die Versuchsfische. Weder diese SiiBwasserfische noch ihre Nahrung, 
Daphnia, ergaben Anzeichen fiir die Anwesenheit von Astacin oder eines 
ihnlichen, sauren Keto-Carotinoids. 

In der Erwigung, daf Astacin ganz auf Salzwasser-Crustaceen be- 
schrinkt sein kénnte, wurden auch Schalen von FluBkrebs, Astacus fluvia- 
tilis, mit Chloroform extrahiert und spektrophotometriert. Die Anwesenheit 
von Astacin wurde deutlich nachgewiesen. 


Il. Beobachtungen an Carotinoiden an verschiedenem ‘Tiermaterial. 


Volsella modiolus. Nachdem saure Carotinderivate nicht 
nur in Crustaceen, sondern auch in Echinodermen gefunden worden 
sind, erhebt sich die Frage, ob dieses Carotinoid bzw. dieser 
Typus von Carotinoiden in Evertebraten weiter verbreitet ist. Es 
hat sich gezeigt, daB eine Copepode reich an Astacin ist, welche 
ihrerseits das Carotinoidmaterial fiir Fische bildet und deshalb 
méglicherweise in diesen weitere Verinderungen eventuell bis zu 
einem Wachstumsvitamin erfihrt. 

Vor kurzer Zeit haben Fabre und Lederer") Carotinoide in anderen 
Evertebraten, unter anderem Mollusken und Célenteraten, aufgesucht, und 
unter anderem einen Stoff gefunden, welchen sie Glycymérine nach dem 
Vorkommen bei Pectunculus glycymeris nennen. Dieser Stoff erinnert, wie 
die Autoren erwihnen, seiner Absorption nach an Astacin. 

Unter den Mollusken findet sich in den nordischen Gewiissern eine 
Volsella modiolus, welche durch die stark rote Farbe der Gonaden, 
besonders der Ovarien, auffiillt. 


1% Wir danken auch hier Herrn Bureau-Direktor G. O. Alm fiir seine 
freundliche Hilfe. | 
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Wir haben diese Molluske in folgender Weise untersucht. Bei einem 
Vorversuch in Kristineberg konnten wir feststellen, daB nur ein Teil der 
Carotinoide — etwa die Hialfte — nach Trocknen mit wasserfreiem Na,SO, 
in Ather direkt léslich ist. Der andere Teil lift sich erst nach Behandlung 
mit Alkohol in Ather lésen, was auf seine Bindung, vermutlich an EiweiB, 
hindeutet. 

Die stark ziegelroten Ovarien und die hellgelben Testes 
wurden getrennt extrahiert, und zwar in gewoéhnlicher Weise 
mit Chloroform in Gegenwart von Na,SO,. Ein Teil der Gonaden 








Fraktionierung Extrakt | Losungs- : 
Petroliither / Methanol] aus mittel Spektrum 
Methanolschicht bei) | Testes | 95°/,iger| Keine deutliche Vitamin A- 
neutraler Reaktion { |Ovarien} Alkohol Reaktion bei 328 mu 


Methanolschicht bei| | Testes | CHCl, _—- 
alkalischer Reaktion { |Ovarien Max. bei 491 und 461 mu 


Petroliitherschicht 7 Testes | CHCl, | Max. bei 492, 460 und 428 mu 


yiederholter Behandl. ; ; a 
yer pee eed Ovarien Max. bei 491, 459 und 428 mu 











wurde auch in Alkohol extrahiert. Ovarien und Testes wurden 
genau in der gleichen Weise behandelt, wie dies oben fiir Cala- 


nus angegeben ist. 
Die Extrakte zeigen ohne weitere Vorbehandlung die Absorp- 
tionen in vorstehender ‘Tabelle. 
Testes, 11,5 g/122 eem CHCI],: Max. bei 494, 461 (430) my. 
» 20 g/206 cem Alkohol: Max. bei 485, 453 (422) mu. 
Ovarien, 14,5g/270cem Alkohol: Max. bei 485, 453 mp. 


Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dab die Wellenlingen in Alkohol 
gegen diejenigen in Chloroform um etwa 10 my nach Violett verschoben 
sind, kann man aus obigen Zahlen entnehmen, daf die Farbstoffe der 
Ovarien und der Testes von Volsella die gleichen sind. 

Kine Lésung von Volsella-Testes wurde im Stufenphotometer 
untersucht, und ist in Fig.1 mit einem Extrakt aus Calanus 
und mit einer Carotinlésung verglichen. 

Die Carr-Price-Reaktion gab am Extrakt der Volsella-Testes nur eine 
starke grau-griine Triibung. | 

Nach der in der iiblichen Weise durchgefiihrten Verseifung ging 
sowohl von den Testes als auch vom Ovarienextrakt der Volsella der ge- 
samte Farbstoff ohne weiteres von der alkalischen Lésung in den Ather 
liber: die darin anwesenden Carotinoide scheinen also nicht von saurem 
Charakter zu sein. 

_ Nach Reinigung der Atherextrakte durch Ausfrieren wurde bei der 
Verteilung zwischen Methanol und Petroliither beobachtet, dab ein groBer 
Teil des Farbstoffes in den Alkohol iiberging. Nachdem die Verteilung 
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durch wiederholtes Schiitteln mit Methanol vollstiindig war, wurde die Petro). 


iitherschicht nochmals mit alkalischem 80°/,igem Methanol ausgeschiittelt 
Es trat ein rotbrauner Farbstoff im Methanol auf, welcher ohne weiter 


Behandlung in wenig Eisessig gelist und nach Zusatz von Wasser j; 
Ather tiberfiihrt wurde. 


Das Absorptionsspektrum dieses Farbstoffes zeigt Fig. 3, 
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Fig. 3. Volsella-Xanthin in C§,. 




















Eier von Ameisen. Im Anschlu8 an die Untersuchung an marine 
Arthropoden wollten wir untersuchen, ob auch saure Carotinoide in Insekten 
vorhanden sind. Wir haben deswegen Ameiseneier in der gleichen Weise 
behandelt wie das iibrige Material. In Petrolitherschicht der verseiften 
und mit alkalischem Methanol ausgeschiittelten Lésung blieb ein Carotinoid 
mit den Absorptionsmaxima bei 493 und 463 my. Die Bande deuten auf 
die Gegenwart von Carotin hin, aber auBerdem enthielt die Lésung offen- 
bar einen anderen Farbstoff, der sich nur durch eine allgemeine Absorption 
zu erkennen gab. 

Den bis jetzt gefundenen Tatsachen zufolge kann man an- 
nehmen, daB saure Keto—Carotinoide, wie Astacin in Crustaceen 
und Mollusken und vielleicht in Evertebraten iiberhaupt weit 
verbreitet sind. Ihr Vorkommen ist aber nicht auf Evertebraten 
beschrankt; Fleisch (und Kier) von Lachs (Salmo salar) verdanken 
ihre charakteristisch rote Farbe einem Stoff, Salmensiiure”’, 
welcher wie saure Keto—Carotinoide mit Alkali rote Flocken 
(rotes Alkalisalz) bildet und sich auch seinen ibrigen Kige- 
schaften nach ganz dem Astacin anschlieBt. 

Es liegt nahe, anzunehmen — wenn dies auch von manchen Fach- 
leuten bestritten wird —, daB die rote Farbe, welche der Lachs wiihrend 
seines Lebens im Meer annimmt und dann wiihrend seiner Wanderung 
fluBaufwirts und wihrend seiner Laichzeit verliert, von einer in seine? 





2) Euler, Hellstrém u. Malmberg, Sv. Kem. Tidskr. 45, 151 (1933). 
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Beutetieren vorhandenen Muttersubstanz der Salmensiiure oder einem anderen 
Zooxanthin herriihrt. 

Auffallend ist dann, daB der Hering, welchem mit Calanus erhebliche 
Mengen eines astacinihnlichen Stoffes zugefiihrt werden, nicht, wie der 
Lachs, diesen roten Farbstoff im Fleisch speichert. 


Auch in einer anderen lachsihnlichen Fischart, und zwar in 
den Kiern von Coregonus albula kommt ein ihnliches saures 
Carotinoid vor. Nach gewoéhnlicher Behandlung und Verteilung 
bei alkalischer Reaktion geht ein Teil des Farbstoffes in die 
alkalische Phase iiber, bildet an der Grenzschicht rote Flocken, 
welche mit Essigsiiure wieder gelést werden. Sowohl der Inhalt 
der Petrolatherschicht als der der Methanolschicht wurden in 
Chloroform gelést und gaben folgende Absorptionsbande: 

Petrolitherschicht: 530 und 494 mu. 

Alkalische Methanolschicht: (530), 495 my. 

Das aus diesen Eiern gewonnene Carotinoid zeigt spektral 
groe Abnlichkeit mit Salmensiiure, fiir welche wir friiher das 
Spektrum (Petrolaitherlésung) angegeben haben: 485 my und 525 mp). 

Wenn nun auch die astacinihnliche Salmensiure in 
Lachsfischen angetroffen wird, wo sie offenbar von Evertebraten 
herstammt, so sind Zoo-Xanthine offenbar fiir gewisse Gruppen 
von EKvertebraten charakteristisch,h Man wird dann fragen, 
welche sonstigen Besonderheiten an Gehaltstoffen in diesen 
Tiergruppen auftreten. 

Hier sind in erster Linie die Himocyanine, die Blutstoffe der Arthro- 
poden und Mollusken zu nennen®?! 2%), Sie zeichnen sich nach Svedberg 
und Eriksson’) durch ein besonders hohes Molekulargewicht aus und 
zeigen hohen Cu-Gehalt. Dieser kénnte eventuell an der weitgehenden 
Oxydation des Carotins beteiligt sein. Ferner ist noch an den Befund 
Kutschers zu erinnern (1914), daB Kreatin bzw. Kreatinin der Verte- 
braten bei den Evertebraten durch Arginin ersetzt ist. 

Zur Kenntnis der Asterinsiure. Vor kurzer Zeit haben Kuler 
und Hellstrém?*) ein saures Carotinoid aus Asterias rubens 
isoliert. Wir nahmen an, daB es Lichteindriicke vermittelt und 
dadurch dem Sehpurpur nahesteht?‘). Da unser Carotinoid, 
Asterinsiure, auffallende Ahnlichkeiten mit Astacin®4) aus Hum- 
mer zeigte, wurden die Analysen auf den Kohlenstoffgehalt C,, 


*1) Vgl. hierzu Dhéré, Nachweis der biologisch wichtigen Kérper 
durch  Fluorescenzspektra. Abderhaldens Handbuch II, 3, 3097 (1932). 

**) a) Hernler u. Philippi, Diese Z. 216, 110 (1938). — b) Vgl. auch 
Bookie, C. r. Soc. Biol. 114, 1190 (1938). 

20) J. amer chem. Soc. BA, 4730 (1933). 24) Diese Z. 223, 89 (1934). 
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bzw. unter Abzug einer Methoxylgruppe auf C,, bezogen. Kinst. 
weilen hat sich durch die Untersuchungen von Karrer, Benz!" 
und Loewe?">) ergeben, daB Astacin ein Keto-Derivat des Caro. 
tins ist, und 40 C-Atome im Molekiil enthilt. Die verbesserte 
Formel des Astacins aus Ophidiaster ophidianus ist demgemiig 
zu schreiben C,,H,,0,. Wir haben unsere (a. a. O.) angegebeney 
Analysenresultate auf eine Formel mit 40 C-Atomen umgerechnet, 
und finden den besten Anschlu8 an die Formel C,,H,.0,. Fir 


haiti 407*56 
diese Formel ergibt sich folgende Ubereinstimmung: 
CyH;,0, Ber. C 75,88 H 8,93 
Gef. ,, 76,7, 75,8  ,, 8,8, 9,07. 


Unser Priparat scheint also 2 Mol. Wasser mehr enthalten 2 
haben als das Astacin von Karrer. 

DaB es sich um zwei verschiedene Substanzen handelt, 
scheint uns auch aus einem Vergleich der Absorptionsmaxima 
des Astacins und unserer Asterinsiiure hervorzugehen. Wihrend 
Kuhn und Lederer”) und Karrer fiir das Astacin ein Maxi- 
mum bei 500 my (Pyridin) angeben, finden wir fiir Asterinsiure 
ein Maximum bei 480 mu, wie Fig. 4 zeigt. 
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Fig. 4. Asterinsiiure in Pyridin. 


Der urspriingliche blaue Farbstoft der von uns untersuchten, 
rein blauen Varietit von Asterias rubens, ist wie friiher erwihnt, 





*°) Vgl. hierzu auch Euler u. Hellstrém, Sv. Kem. Tidskr. 45, 203 
(1933), sowie Euler u. Adler, Sv. Vet. Akad. Archiv f. Kemi, 11 B, Nr. 20 
(1933).; G. Wald, Nature 132, 316 (1933). 

**) Kuhn u. Lederer, Ber. chem. Ges. 66, 488 (1933). 
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in Wasser gut haltbar. — Bei der Spaltung in organischen 
Lisungsmitteln geht diese Farbe in Rot iiber. 

Diese rote prosthetische Gruppe liefert nach der Reinigung 
sowohl in Pyridin als in Alkohol geliést nach Zusatz von Hydro- 
sulfit augenblickliche Farbverinderung bis Hellgelb. Durch Zusatz 
yon Hydroperoxyd tritt vollstindige Entfiirbung ein. Wird die 
alkalische Lésung des roten Farbstoffes entweder mit Pyridin 
oder mit Alkohol versetzt, so tritt nach wenigen Minuten eine 
Blaufiirbung der Lésung ein, welche sich etwa 5 Minuten lang 
unverindert halt, und dann in Hellgelb iibergeht. Diese letztere 
Verwandlung tritt auf Zusatz von Mineralsiiuren augenblicklich ein. 
Die erwihnte Blaufirbung wird durch Erwirmen beschleunigt. 

Wird die verdiinnte, alkoholische, blaue Lisung mit Ather 
versetzt, so geht die Substanz mit gelber Farbe in den Ather iiber. 
Dunstet man den Ather ab, so tritt die blaue Farbe wieder auf. 

Wird die urspriingliche, wasserlésliche blaue Farbe des Seesterns mit 
Hydrosulfit behandelt, so wird keine Entfirbung beobachtet. 

Kine analoge Entfiirbung wie mit Asterinsiiure tritt durch Hydrosulfit 


an dem sauren Carotinoid von Calanus und von der Lachsart Coregonus 
albula ein, und zwar nur in Pyridinlésung, aber nicht in Alkohol. 
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Uber ein neues Auxin (,,Hetero-auxin“) aus Harn. 
11. Mitteilung tiber pflanzliche Wachstumsstoffe') 


Von 


Fritz Kogl, A. J. Haagen-Smit und Hanni Erxleben. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Rijksuniversitaét Utrecht.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. August 1934.) 


Schon in unserer ersten ausfiihrlichen Mitteilung?) iiber dic 
Isolierung von Auxin-a aus Mischharn haben wir darauf hin. 
gewiesen, daB es nicht immer méglich war, bei der Anwendung 
unseres Aufarbeitungsverfahrens zu einem aktiven Krystallisat 
zu gelangen. Diese Erfahrung fanden wir in der Zwischenzeit 
vielfach bestatigt, was um so bedauerlicher war, als die ,,Nach- 
frage‘‘ nach aktiven Krystallisaten mit dem Fortschreiten der 
Konstitutionserforschung immer dringender wurde. Auch mannig-. 
fache physiologische Versuche muften wegen dieser Material. 
schwierigkeiten zuriickgestellt werden. 

Wir haben uns natiirlich seit langem bemiiht, das alte Dar- 
stellungsverfahren zu verbessern und ergiebiger zu gestalten. Es 
ist friiher bereits erwihnt worden, daB sich vor allem der leicht 
zugiéngliche Mischharn aus Kliniken fiir die Auxindarstellung nicht 
bewahrt hat. Gelegentlich unserer statistischen Untersuchungen 
iiber die Auxinausscheidung beim Menschen trafen wir einige Fille 
an, in welchen die Norm (2 mg pro Tag) erheblich iiberschritten 
wird. Ein besonders geschitztes Ausgangsmaterial war fiir un 
der Harn eines 18jahrigen Mannes [Fall E. W. V.%)], der sich 
durch eine tagliche Auxinausscheidung von 8—10 mg auszeichnete. 
Dieser Harn wurde, zusammen mit dem verschiedener Instituts- 
angehoriger, lange Zeit als Ausgangsmaterial verwendet. 

Bei den Versuchen zur Verbesserung des Aufarbeitungsvel- 
fahrens machten wir die Beobachtung, daB ein betrachtlicher Tell 
der aktiven Substanz an verschiedenen Kohlesorten adsorbierbat 


1) 10. Mitt. Diese Z. 227, 51 (1934). 
*) Diese Z. 214, 241 (1933) u. zwar S. 259. 
3) Diese Z. 220, 137 (1933) u. zwar S. 151. 
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war und durch 60°/jiges, waBriges Aceton unter Zusatz von 5°/, 
konzentriertem Ammoniak eluiert') werden konnte. Da auf diese 
Weise das zeitraubende Kindampfen des Harns vermieden werden 
konnte, lieBen sich weit gréBere Harnmengen als bei dem friiheren 
Verfahren bewaltigen, so da wir aus technischen Griinden doch 
auch wieder Mischharn aus Kliniken?) heranzogen. Wir fanden 
bei diesen Harnen im Kohleeluat etwa ?/, der urspriinglich vor- 
handenen aktiven Substanz; trotzdem fiihrte die Ubertragung 
der weiteren Stufen des alten Reinigungsganges nicht zu dem 
erhofften Ergebnis, da das Filtrat der Bleisalzfallung eine viel 
gu geringe Anreicherung zeigte. Wir schalteten deshalb vor der 
Bleifillung einige weitere Reinigungsstufen ein. Das nach der 
iiblichen Behandlung mit Ligroin erhaltene Rohél wurde bei 
Wasserbadtemperatur wiederholt mit Xylol ausgezogen, welches 
den Wuchsstoff fast vollig aufnahm. Der Riickstand des Xylol- 
extrakts wurde dann in der gleichen Weise mehrmals mit Cyclo- 
hexan behandelt, wobei nunmehr die aktive Substanz im un- 
gelésten Anteil blieb. Nach diesen beiden neuen Reinigungsstufen 
haben wir in der gewohnlichen Weise*) Blei- und Calciumsalz- 
fillungen durchfiihren kénnen, bei denen das Auxin in den Fil- 
traten angetroffen wurde. Obschon die Rohdéle nunmehr bereits 
hochaktiv waren, verlief die in der nachsten Stufe anzuwendende 
Lactonisierung, welche normalerweise ohne nennenswerte Ver- 
luste durchzufiihren ist, sehr unbefriedigend. Es wurde deshalb 
versucht, durch weitere Salzfallungen zur reinen aktiven Substanz 
zu gelangen. Bei einer Bariumsalzfaillung wurden unwirksame 
Begleitstoffe entfernt; das Filtrat lieferte nach der Zerlegung 
einen Sirup, der nach 2tagigem Aufbewahren im Hisschrank teil- 
weise krystallisierte. Trotzdem die Krystalle vom Schmelzp. 165° 
nicht den Habitus von Auxin-a oder Auxin-a-lacton hatten, 
erwiesen sie sich als physiologisch aktiv und behielten ihre Wirk- 
samkeit (10—20 Milliarden AE pro Gramm) *) auch bei wiederholtem 
Umkrystallisieren aus Chloroform sowie aus Wasser. 


') Am besten hat sich die Verwendung von ,,Carboraffin‘‘ bewahrt. 

*) Die Mischharne konnten wir von der ,,Kliniek voor inwendige ziekten“, 
Utrecht, beziehen. Wir sind Herrn Prof. Dr. Hijmans v. d. Bergh fiir das 
freundliche Entgegenkommen sehr zu Dank verpflichtet. 

*) Bleisalzfallung in schwach saurem, Calciumsalzfaillung in schwach 
alkalischem Milieu. 

*) Die genaue Standardisierung gegeniiber krystallisiertem Auxin-a 
(Wirksamkeit 50 Milliarden AE pro Gramm) erfordert noch umfangreicheres 
experimentelles Material. 
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Zu unserer groBten Uberraschung war das neue Krystallisa 
stickstoffhaltig, und zwar schienen die analytischen Daten zy. 
sammen mit der Molekulargewichtsbestimmung nach Rast und de 
Titration am besten auf die Zusammensetzung einer Dicarbonsiure 
Cy9H,,0,N, zustimmen. Derneue Wuchsstoffzeigte ein[«|°° =— 3,40 
jedoch keine Mutarotation. An funktionellen Derivaten konnte zu. 
néchst nur der p-Phenyl-phenacylester krystallisiert erhalten werden, 
Wir suchten in diesem Stadium vergeblich nach einem Zusammen. 
hang zwischen dem stickstoffhaltigen Wuchsstoff und Auxin-a, 

Ks ist bekannt, da&B Witte-Pepton?) sich bei der Wentschen 
Testreaktion als schwach aktiv erweist. Herr Professor Weyland, 
Elberfeld, hat uns vor lingerer Zeit darauf aufmerksam gemacht, 
da8B die gewohnlichen Tryptophanpriparate des Handels ebenfalls 
eine schwache Wirksamkeit zeigen. Bei der Nachpriifung konnten 
wir dies bestiétigen; wir fiihrten die Wirksamkeit (700000 bis 
5 Millionen AE pro Gramm) ebenso wie jene des Witte-Peptons’) 
damals auf eine Verunreinigung durch Auxine zuriick, da ja bei 
der Darstellung und beim Aufbewahren dieser Praparate die 
Moglichkeit einer Wuchsstoffbildung durch Mikroorganismen leicht 
gegeben ist. Reines synthetisches Tryptophan ist bei der Test- 
reaktion vollig unwirksam. In der Tat konnten wir durch Waschen 
der aus Casein gewonnenen Tryptophankrystallisate mit Bi 
carbonatlésung die Wirksamkeit zum Verschwinden bringen. Dureh 
Umkrystallisieren allein war dies nicht gelungen, was auf eine 
gewisse ,,Affinitaét®* der Auxine zu Tryptophan zu weisen schiecn. 

In der Vermutung, da8 unser neuer stickstoffhaltiger Wuchs- 
stoff zum Beispiel eine Molekiilverbindung von Auxin mit Trypto- 
phan o. dgl. sein kénnte, haben wir verschiedene Farbreaktionen 
auf Indolderivate ausgefiihrt; dabei verlief unter anderem die 
fir f-Indolyl-essigséure beschriebene Reaktion mit Eisenchlorid- 
Salzsiure intensiv positiv. Nun war es sehr auffallig, daB unser 
Wuchsstoffpraparat nahezu den gleichen Schmelzpunkt und die 
gleiche analytische Zusammensetzung wie f-Indolyl-essigsaure hatte. 
Gegen eine Identitat schien aber das gefundene Molekulargewiclit 
und insbesondere die optische Aktivitaét unseres Stoffes zu sprechen. 

Unser Wuchsstoff spaltete beim Erhitzen iiber den Schmelz- 
punkt stiirmisch Kohlendioxyd ab; es entstand eine krystallisierte 
Base, die nach Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt und Analyse, 


1) Boysen-Jensen, Biochem. Z. 286, 206 (1931). 
*) Diese Z. 214, 241 (1933) u. zwar S. 249. 
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sowie nach Geruch und Farbreaktionen mit Skatol identisch 
war. Bekanntlich ist auch f-Indolyl-essigsiiure durch Decarboxy- 
lierung leicht in Skatol umzuwandeln. Wir iiberzeugten uns nun 


natirlich zunachst, ob synthetische f-Indolyl-essigsiure!) beim 


Wentschen Pflanzentest wirksam ist; iiberraschenderweise war 
dies der Fall, und zwar wirkte das synthetische Produkt 
ebenso stark wie das aus Harn isolierte neue Wuchsstoff- 
priparat! 

Synthetische f-Indolyl-essigséure ergab bei der Molekular- 
sewichtsbestimmung in Campher nach Rast etwa das Doppelte 
des theoretisch zu erwartenden Wertes; gegen die Identitat des 
aus Harn gewonnenen neuen Wuchsstoffs mit /-Indolyl-essigsiure 
sprach nun nur mehr die optische Aktivitat, fiir welche die Kon- 
stitution der f-Indolyl-essigsiure keine Erklarung gibt. Es war 
nur denkbar, da8 das Krystallisat aus Harn noch eine optisch- 
aktive Verunreinigung enthielt, die sich analytisch nicht zu erkennen 
gab. Da es uns nicht gelang, dies durch Umkrystallisation nach- 
zuweisen, versuchten wir, durch fraktionierte Krystallisation des 


z Pikrates den optisch-aktiven Begleitstoff abzutrennen. Dies ist 
_ im Prinzip méglich, da wir aus den Mutterlaugen ein Pikrat erhielten, 
das nach der Zerlegung eine erheblich gréBere Drehung zeigte 


als das Ausgangsmaterial. Wiahrend diese Reinigungsmethode sehr 
verlustreich ist, konnten wir durch chromatographische Analyse 
nach Tswett?) die optisch-aktive Verunreinigung leicht ab- 
trennen. Hierzu wurde die benzolische Lésung iiber Calcium- 
carbonat filtriert und das ,,Chromatogramm (Farbreaktion mit 
Eisenchlorid-Salzsaéure) durch Waschen mit Benzol-Athylalkohol 
entwickelt. Die optisch-aktive Substanz wird bereits in der ersten 
Zone adsorbiert; sie ist physiologisch v6llig inaktiv, schmilzt bei 
167° und gibt keine Depression mit f-Indolyl-essigsiure. Die 
aus den folgenden Zonen eluierte /-Indolyl-essigsiure war nun- 
mehr in jeder Hinsicht identisch mit dem synthetisch dargestellten 
Stoff. 


Ks ergaben sich nun eine Reihe neuer Fragen; vor allem war 
es sehr wichtig zu priifen, wieweit die Aktivitit der /-Indolyl- 


") Dargestellt nach R.Majima und Toshio Hoshino, Ber. chem. 
Ges. 58, 2042 (1925). 

*) A. Winterstein u. G. Stein, Diese Z. 220, 247 (1933). Vgl. auch 
den Artikel von A. Winterstein in dem Handbuch der Pflanzenanalyse 
von G. Klein, Verlag J. Springer, Wien 1933. 
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essigsiure spezifisch an ihre Konstitution gebunden ist. Wi. 
schon erwéhnt, ist das nahe verwandte Tryptophan in reiney 
Zustande unwirksam; man wird nicht fehlgehen in der Annahme, 
daB die Wirksamkeit der Handelspriparate auf eme Verunreinigung 
durch £-Indolyl]-essigsiure zuriickzufiihren ist. Indol-«-carbonsiiur: 
und Indol-f-carbonséure sind ebenfalls véllig inaktiv; es ist sely 
bemerkenswert, da8 auch die homologe f-Indolyl-propionsiure 
keinerlei Wirksamkeit zeigt. Natiirlich miissen noch zahlreiche 
andere verwandte Stoffe dargestellt und gepriift werden; es laft 
sich aber jetzt schon ersehen, da es sich bei f-Indolyl-essigsiure 
wie bei den Auxinena und b um eine konstitutionsspezifische 
Wirkung handelt. Definitionsgema8 ist demnach auch f-Indolyl- 
essigsiure als ein ,,Auxin‘‘ anzusprechen. Um Verwechslungen in 
der botanischen Literatur vorzubeugen, schlagen wir im Ew- 
vernehmen mit Professor Went den ‘Trivialnamen Hetero- 
auxin fir f-Indolyl-essigsiure vor, obschon in chemischer Huin- 
sicht fiir diese neue Bezeichnung kein Bediirfnis bestiinde. 

In physiologischer Hinsicht ist es natiirlich hochst merkwiirdig, 
daB konstitutionell so verschiedenartige Stoffet) wie die Auxine a, 
b und Hetero-auxin die gleiche Wirkung zeigen. Wir hatten lange 
Zeit allen Grund, die Wentsche Reaktion als streng spezifischen 
Test aufzufassen: die Wirksamkeit der Auxine a und b wurde ja 
bereits durch kleine Verinderungen im Molekiil — z. B. durch 
Hydrierung der Doppelbindung oder durch Veresterung — villig 
vernichtet. Noch vor der Entdeckung des Hetero-auxins hatten 
wir aus den Erfahrungen, die auf dem Gebiet der Follikelhormon- 
forschung?) gemacht worden sind, die Lehre gezogen, daB mau 
mit der Identifizierung wirksamer Stoffe aus verschiedenen Aus: 
gangsmaterialien — wenn diese allein aus der gleichartigen bio- 
logischen Wirkung gefolgert wird — noch vorsichtiger als bisher 
sein miisse. In Vortrigen hat der eine’) von uns die Situation 
so umschrieben, ,,daB das ,SchloB‘ nicht nur durch den ,klassischen 
Schliissel‘, sondern auch durch weniger gut funktionierende Nach- 
schliissel oder gar Dietriche geéffnet werden kann...“ ,,Fi 
einen Dietrich sperrt Hetero-auxin das SchloB zu gut auf. Aber 


1) Uber den Vergleich der Dissoziationskonstante und anderer phys: 
kalischer GréBen werden wir spiater berichten. 

2) Nature (London) 131, 56 (1933); Lancet 1934, 987. 

3) Vortrag auf der 46. Hauptvers. des Vereins Deutscher Chemiker i 
Wiirzburg, Z. angew. Chem. 46, 469 (1933), sowie Vortrag auf dem IX. Intet- 
nationalen KongreB fiir reine und angewandte Chemie in Madrid am 9. 4. 1934 
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wir gebrauchen immer nur das unverwiistliche Bild vom SchloB 
ynd denken nicht an die Tir und die Kammer, die wir aufschlieBen 
wollen. Eine Kammer kann aber auch einmal eine zweite Tiir 
_— vielleicht sogar eine Hintertiir — haben, die durch einen eigenen 
Schliissel gedffnet wird!“ 

Wenn man sich auch davor hiiten muB, in einem solchen 
Bild eine ,,Erklarung*‘ von Verhaltnissen zu erblicken, die uns 
im Grunde noch voélhg unbekannt sind, so mu8 man doch priifen, 
ob dem Bilde der ,,Hintertiire‘’ nicht wirklich eine reale Be- 
deutung zukommt, etwa im Sinne eines zweiten biologischen 
Weges im Mechanismus der Zellstreckung. 

Wenn Hetero-auxin beim Wachstumstest seine Wirkung iiber 
einen anderen Weg ausiibt, so war es denkbar, dab eine Mischung 
von Hetero-auxin mit den Auxinen a oder b eine Wirksamkeit 
zeigt, die sich nicht additiv aus der Zahl der Avena-Eimheiten 
der beiden Komponenten errechnen lieB; der Versuch zeigte jedoch 
keine Abweichungen in dieser Richtung. 

Das Vorkommen von Hetero-auxin im Harn ist leicht ver- 


| stindlich; es ist bekannt, da8 Tryptophan durch die Wirkung 
' von Faulnisbakterien zu f-Indolyl-essigsiure abgebaut wird und 
| Herter!) hat in einem Fall mit abnormaler Darmflora bereits 
| f-Indolyl-essigsiure aus Harn isoliert. In normalen Harnen haben 


verschiedene Autoren?) f-Indolyl-essigsiure nur in 10°/) aller 
Faille durch Farbreaktionen nachweisen kénnen. In _ unserer 
7. Mitteilung’) haben wir auf Falle mit abnormal hoher Auxin- 


_ ausscheidung hingewiesen, die damals noch weniger als die Auxin- 
_ ausscheidung des normalen Menschen mit der Aufnahme von Auxina 


und b aus der Nahrung erklart werden konnten. Die unbekannten 
Vorstufen, die wir damals annehmen muBten, existieren in der 
Tat: es sind die tryptophanhaltigen EiweiBkérper, die beim Abbau 
zwar nicht Auxin-a, sondern Hetero-auxin liefern! 

Nachtraglich wird es auch versténdlich, warum die Darstellung 
Von Auxin-a am besten gelang, wenn Harn gesunder, mit normaler 
hochwertiger Kost ernahrter Individuen verwendet wurde. Aus 


_ den Studien ttber den Einflu8 der Nahrung auf die stiindliche 


") J. of biol. Chem. 4, 239, 253 (1908). 
*) Nencki u. Sieber, J. prakt. Chem. 26, 333 (1882); Rosin, Virchows 


_ Arch. path. Anat. u. Physiol. 128, 519 (1891); Dtsch. med. Wschr. 19, 519 


| (19 


3); Garrod u. Hopkins, J. of Physiol. 20, 112 (1896); C. A. Herter, 


j 
Ww 


a. Q, 
*) Diese Z. 220, 187 (1933). 
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Auxinausscheidung im Harn‘) haben wir ja gesehen, daB ety, 


2 Stunden nach der Nahrungsaufnahme — und zwar im besonderey § 
nach der Verzehrung von nicht hydrierten Fetten — ein ,,Auxin. § 
gipfel‘* zu konstatieren ist. Diese Gipfel erheben sich iiber einen § 
,Auxin-niveau“, dessen Héhe auch bei langerem Hungern ny & 
langsam sinkt. Wir vermuten, da8 die Ausbildung dieses Auxin. & 
niveaus zu einem grofen Teil auf die Bildung von f-Indolyl.— 1 
essigsiure durch Faulnisbakterien zuriickzufiihren ist. Man ve.f 


steht dann auch, warum wir nie einen auxinfreien Harn angetroffey 
haben, obschon der Auxingehalt pflanzlicher Fette sehr schwanken( 
und haufig auBerst gering ist. Aus dem Ausbleiben eines Auxin- 
gipfels nach dem Verzehren von HiihnereiweiB ist zu schliefen, 
daB der Abbau von Proteinen nicht spontan zur Bildung von 
6-Indolyl-essigséure fiihrt. Umgekehrt hat uns aber gerade das 
Auftreten eines solechen Gipfels nach der Einnahme von Arachisi] 
dazu gefiihrt, pflanzliche Ole auf ihren Auxingehalt zu priifen, 
und — wie bereits mitgeteilt worden ist — konnten wir aus Maisil 
in der Tat Auxin-a und -b in krystallisierter Form isolieren. 
In vitro ist bei der Kinwirkung von Faulnisbakterien aut 
Tryptophan erst nach 24 Stunden f-Indolyl-essigsiure nach 
zuweisen*). Wahrend beim normalen Menschen mit der Ent: 
leerung des Darms auch ein groBer Teil der Darmflora rege: 
maBig entfernt wird, besteht im Hungerzustand bzw. bei Kranken 
mit geringer Nahrungsaufnahme die Moéglichkeit eines vollstin- 
digeren Ablaufs der Faulnisprozesse im Darm. Unter diesen Un- 
stiinden ist es verstandlich, daf der fiir GroBaufarbeitungen ver 
wendete Mischharn aus Kliniken besonders reich an Hetero-auxi 
war. Dagegen schien uns in diesen Fallen der Gehalt an Auxin-a, 
der ja direkt aus der Nahrung stammt, geringer als im normale 
Harn; dies ist bei den hochwertigeren Ausgangsmaterialien einer 
Privatkiiche ebenfalls verstandlich. Auf Grund der Farbreaktion 
des Hetero-auxins mit Hisenchlorid-Salzsiure darf man annehmet, 
da8 der vom Normalen ausgeschiedene Wuchsstoff vorwiegend au 
Auxin-a und nur zu 20°/, aus £-Indolyl-essigsiure besteht*). In 
Falle E. W. V., bei dem scheinbar taglich 8—10 mg Auxin aus 





1) Diese Z. 220, 137 (1933). 

2) Fir die praparative Darstellung durch Faulnis von Tryptophat 
werden die Kulturen 1—3 Wochen der Entwicklung iiberlassen; vgl. F. G. Hop: 
kins u. 8. W. Cole, J. of Physiol. 29, 451 (1903). 

3) Da die Farbreaktion erst von der ,, Bicarbonat-Fraktion“ an gut aus 
fiihrbar ist, sind die Prozentzahlen in Wirklichkeit sicher noch héher als die 
angegebenen Werte. 
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Uber ein neues Auxin (,,Hetero-auxin“) aus Harn. Q7 


veschieden wurden, hat sich gezeigt, da itber 75°/5 Hetero-auxin 


| vor) egt 


Nach dem oben Gesagten ist auch im Klinikharn das Ver- 


| jaltnis zugunsten von Hetero-auxin verschoben. Bei der Adsorption 
' der wirksamen Stoffe an Tierkohle, die wir zu Beginn der vor- 
 Jiegenden Untersuchung ausgefiihrt haben, ist Auxin-a zum groBten 
' Teil schon mit dem Filtrat der Kohleadsorption eliminiert worden. 


Bei unserem alten Aufarbeitungsgang findet sich Hetero-auxin 


'yelativ lange als Begleiter des Auxin-a. Die letzten Reste werden 


bei der Behandlung mit Methylalkohol-Chlorwasserstoff zerstért. 
Fs sei noch erwihnt, daB wir bei der Aufarbeitung von Malz 
Hetero-auxin auch nicht in Spuren angetroffen haben. 

In den folgenden Mitteilungen wird die nunmehr akut ge- 
wordene Frage behandelt, ob der Griserwuchsstoff und die Wuchs- 
stoffe?) niederer pflanzlicher Organismen mit Auxin-a, mit Auxin-b 
oder mit Hetero-auxin identisch sind. 

(‘ber die weitere Untersuchung von Verwandten der §-Indoly1- 
essigsiiure werden wir spiter mit Herrn Kostermans berichten. 

Der I.G. Farbenindustrie A.G., Werk Elberfeld, sind wir 
fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten sehr zu Dank verpflichtet. 

Friulein I. Zuschlag und Herrn E. W. F. Visser haben 
wir fir die wertvolle Mitarbeit bei der Isolierung des Hetero-auxins 
zu danken. 

Experimenteller Teil. 

Adsorption des Wuchsstoffes an Tierkohle. a) Vorversuche. 
7 Liter Urin (mit 2100 Millionen AE) wurden mit 140 g Tierkohle 
Merck tiber Nacht stehen gelassen und dann filtriert. Die Kohle 
wurde nun mit waBrigem Aceton—Ammoniak (60°/, Aceton, 2,5°/5 
konzentriertem Ammoniak) eluiert und jeweils 800 cem Eluat 
aut seinen Auxingehalt gepriift. 


') In unserer 7. Mitteilung [Diese Z. 220, 137 (1933) u. zwar 8. 145] 
hatten wir aus dem quantitativen Vergleich des Wuchsstoffgehaltes von 
menschlichem Harn und von Bakterienkulturen den SchluB gezogen, daB auch 


eine schr iippige Darmflora nur einen kleinen Beitrag zur taglichen Auxin- 
ausscheidung liefern wiirde. Diese Betrachtung erwies sich nicht als stich- 
haltis; offenbar entsprechen die zum Vergleich herangezogenen Laboratoriums- 
Kulturen von Bacillus coli nicht ohne weiteres den im Darm herrschenden 
Vers iltnissen und wahrscheinlich sind auch die bei der ,,anormalen Darm- 


anwesenden Faulnisbakterien hinsichtlich des Abbaus der Tryptophan- 
‘il. <ette noch leistungsfahiger. 
) Auch die Frage nach der Natur des in Organen und Carcinomen auf- 
len Auxins ist noch offen. 


- 
’ 
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1. Fraktion: 0 mg 2. Fraktion: 1,3 mg 3. Fraktion: 3,/ i> 
4, ” WS , +s. " . Pa,” m 9.9 
7 ” 42, 8. " ba “a: * 1,8 


Gesamtmenge: 37,2 mg d. h. 89°/, des vorhandenen Auxins, 
Die fiir den Probeversuch verwendete Tierkohle lieB sich schiech; 
filtrieren und auch das Eluieren nahm sehr viel Zeit in Anspruci): 
deshalb wurden verschiedene andere Kohlesorten auf ihre Brawch. 
barkeit gepriift (Norit extra, Norit supra, Carboraffin). Letzi eres 
war am besten zu gebrauchen, die Eluation von 100 Liter Hayy 
war damit in 5 Stunden beendet. 

b) GroBaufarbeitung. Zu 100 Liter Urin wird 1 ky 
,,Carboraffin® (Norit Mij., Amsterdam) geriihrt und das Ganze 
iiber Nacht stehen gelassen. Dann hat sich die Kohle abgesetzt, 
so daB die iiberstehende Fliissigkeit abgehebert werden kann. [Dey 
Kohlebrei wird abgesaugt, mit Wasser gewaschen und dann mit 
2 Liter wiéBrigem Aceton—Ammoniak (60°/, Aceton 5°/) konzen- 
triertes Ammoniak) angeriihrt. Es wird rasch wieder abgesauct 
und das hellgelbe Eluat verworfen. Nunmehr werden allmiiilich 
(am besten tiber Nacht) 5 Liter Aceton—Ammoniak (60°/, Aceton, 
2,5°/, konzentriertes Ammoniak) durchgesaugt. Das gesammelte 
Eluat wird mit einem Uberschu8 von Ammoniumsulfat durel:- 
gerihrt, bis sich die Fliissigkeit in 2 Sehichten von ungefilr 
gleicher Hohe geteilt hat. Die obere auxinhaltige Schicht wird 
abgehebert und die Fliissigkeit abdestilliert. Die letzten Aceton 
reste werden im Vakuum entfernt. 

Der Riickstand wird in Wasser gelést und ausgeiithert, der 
Atherriickstand mit Petrolather und Ligroin ausgekocht und die 
unlésliche Fraktion iiber Bicarbonat fraktioniert. Der Riickstani 
der Saurefraktion wird in 60°/,igem Athylalkohol aufgenommen 
und mit Benzol ausgeschiittelt. Aus den benzolischen Lésungen 
werden die wirksamen Stoffe wieder mit 50°/jigem Methanol uni 
schlieBlich mit Wasser extrahiert. Nach der Entfernung des 
Alkohols wird die waBrige Losung ausgeathert und der Riickstan¢ 
nochmals wie oben mit Petrolaither und Ligroin behandelt. Das 
in Ligroin Unlésliche wird dann 6—8 mal mit je 50—100 cem \ylo! 
auf dem Wasserbad erhitzt, wobei der Wuchsstoff fast vdéllig 1 
Lésung geht. Nach der Entfernung des Xylols wird der Riick=tand 
etwa 6mal mit je 50—80cem Cyclohexan auf dem Wasserbai 
extrahiert; dabei bleibt die aktive Substanz im unloslichen J iick- 
stand. Die Wirksamkeit nach dieser Stufe betragt meist 2 Milliarden 
AE pro Gramm. 
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Nach der Behandlung mit Cyclohexan wird die Bleisalz- 
‘iktionierung vorgenommen. Der in schwach saurem Milieu aus- 
‘ajiende Niederschlag wird verworfen, der Riickstand des Filtrats 
vist nach der Zerlegung eine Wirksamkeit von etwa 8—6 Mil- 
liarden AE pro Gramm. Darauf folgt in der wblichen Weise 
die Caleiumsalzfallung, bei der ebenfalls nur das Filtrat weiter- 
verarbeitet wird. Da es gegeniiber dem Bleisalzfiltrat meist nur 
eine geringe Anreicherung zeigt, wird das hochaktive Produkt 
fetwa 1,5 g) nunmehr in 18cem Alkohol gelést, mit 180 cem 
Wasser und dann mit 5g Bariumacetat in gesattigter wabriger 
Losung versetzt. Endlich fiigt man solange 1n-KOH hinzu, bis 
ein Niederschlag mehr ausfallt. Der Niederschlag ist vollkommen 
unwirksam, das Filtrat zeigt nach der Zerlegung mit Séure eine 
Wirksamkeit von etwa 15 Milliarden AE pro Gramm. Nach 
)tivigem Stehenlassen im Eisschrank hatten sich in diesem Riick- 
stand Krystalle ausgeschieden, die abfiltriert und mit wenig kaltem 
Chloroform gewaschen wurden. Rohprodukt 135 mg. Schmelzp.’) 
148—156°. 

Umkrystallisiert aus Chloroform, 111 mg, rhombische Tafeln, 
Schinelzp. 161—162,5°, Wirksamkeit 20 Milharden AE pro Gramm. 





Nochmals aus Chloroform umkrystallisiert, 100 mg, Schmelzp. 164°. 
100 « 0,13 oe av ; 
Drehung: [«]?° =— _—.—— = — 3,42°, in Athanol. Keine Mutarotation. 
sins 0,5 * 7,64 
Nochmals aus Chloroform umkrystallisiert, 91 mg, Schmelzp. 164°, 
Wirksamkeit unverandert. 
100 x 0,127 


a - = — 3,699, in Athanol. 
0,5 x 6,89 


Drehung: [«]?° =— 

Nochmals aus Chloroform umkrystallisiert, 82 mg, Schmelzp. 164°, 
Wirksamkeit unverandert. 

100 x 0,132 


— = — 3,669, in Athanol. 
0,5 xX 7,23 


Drehung: [«]?° =— 


Molekulargewichtsbestimmung nach Rast. 
0,242 mg Subst.: 8,066 mg Campher 4 = 3,7° M = 337 


0,376 ,, 99 2,100 5, i A=li4@ = 3 
0,230 ,, ‘i 3,908 ,, + A= If B= ae 


M im Mittel: 327. 


lin aus einer anderen Kohleaufarbeitung erhaltenes Kry- 
“fo sat wurde 4mal aus Chloroform und dann noch 2mal aus 


') Die Schmelzpunkte dieser Arbeit sind nicht korrigiert. 


i= 
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Wasser umkrystallisiert und zeigte den konstanten Schmelzy inj 
von 165° und die konstante Drehung von — 3,8®. Dieses Pro iui: 


hatte die gleiche Wirksamkeit. pos 
Analyse’). 
4,401, 3,701 mg Subst. (bei 40° im Hochvakuum getr.): 11,085, 9,25) », 
CO,, 2,060, 1,640 mg H,O. — 2,076, 2,040 mg Subst.: 0,147 (22°, 76] 
0,142 (22°, 760 mm) cem N,. 
C,9H,O.N (175,1) Ber. C 68,60 H 5.16 N 7.98 
Gef. »» 68,69 68,44 ,, 5,24 4,97 ,, 8,20 8.0 saul 


3,30 mg Hetero-auxin verbrauchten 0,945 cem n/45-KOH, das entspricly 
einem Carboxylgehalt von 28,7°/, oder einem Aquivalentgewicht von 157 

2,61 mg Hetero-auxin verbrauchten 0,698 cem n/45-KOH, d. i. ein (ar). 
oxylgehalt von 26,9°/, oder ein Aquivalentgewicht von 167. 

Die Titrationsfliissigkeiten wurden zur Trockne gedampft, in 80° , ive 
Alkohol aufgenommen und mit 10 mg p-Phenyl-w-brom-acetophenon 2 Stunid 
lang gekocht. Beim Erkalten krystallisierten lange Nadeln aus, die nacli de: 
Umkrystallisieren aus 80°/,igem Alkohol bei 122° schmolzen. Ausbeute s mz 


4,650 mg Subst. (bei 50° im Hochvakuum getr.): 13,075 mg (0, 
2,265 mg H,O. mi 
C,H )0,N (370,2) Ber. C 76.48 H 5,45 das 
Gef. », 76,69 »» 5,45 Di 


0,541 mg Subst. 3,796 mg Campher, 4A = 8,1 M = 705 
0,326 .,, om 3,685 ., _ A=49 M = 723 
0,409, - 3,282 , A = 6,85 M = 730 \\ 


M im Mittel: 719. <1( 


Decarboxylierung von Hetero-auxin. In einem Probeversuch wir’ 
zunachst etwa 1 mg Hetero-auxin im evakuierten Schmelzpunktsréhrchv' 0) 
uber seinen Schmelzpunkt erhitzt, wobei alsbald Zersetzung zu beobachit mm 
war. Das abgespaltene Gas wurde mit Barytwasser als CO, nachgewiese! 

Nunmehr wurden etwa 20mg Hetero-auxin im Reagenzréhrcli 
5 Minuten lang auf 175—180° erhitzt. Wenige Grade oberhalb des Schme': 
punktes begann bereits deutliche Gasabspaltung unter allmahlicher Dunk: 
farbung des Produktes. Die gesamte Schmelze wurde in Ather gelést und je 
saure und neutrale Anteile zerlegt. Die Saurefraktion enthielt weniy ve! da 
unreinigtes Ausgangsmaterial, die Neutralfraktion wurde aus Ligroin krystal! 
erhalten und schmolz nach nochmaligem Umkrystallisieren bei 86—S8S’. » 
besa auBerdem einen durchdringenden Skatolgeruch. Ihr in roten Nade! : mm 
krystallisierendes Pikrat zeigte keinen charakteristischen Schmelzpunkt. |): 
Zersetzung wurde noch zweimal mit denselben Mengen wiederhol!, i 
Schmelzen ebenso aufgearbeitet und insgesamt 5mal aus Ligroin umkry-tall- §& 
siert. Das Produkt besa dann den konstanten Schmelzpunkt von ‘2. 
und gab keine Schmelzpunktsdepression mit einem synthetischen » i! 
praparat vom Schmelzp. 93°. AuBerdem fielen die Farbreaktione: 





‘) Die Mikroanalysen wurden bei Dr. A. Schoeller, Berlin-Schm 
dorf, ausgefiihrt. 
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inkt e,malin und konzentrierter Schwefelsiure (Gelbfairbung) und mit Methyl- 
iol und eisenchloridhaltiger konzentrierter Schwefelsiure (violetter Ring) 
tiv aus. 
3,859 mg Subst. (bei 40° im Hochvakuum getr.): 11,610 mg COQ,, 
2340 mg H,O. — 1,080 mg Subst.: 0,115 cem N, (21°, 753 mm). 
ides: C,H,N (131) Ber. C 82,44 H 6,87 N 10,69 
” Gef. ,, 82,15 ,, 6,63 ,, 10,90 


Pikrat') von Hetero-auxin. Das Pikrat wurde dargestellt durch Zu- 

»menfigen der heiB gesittigten waBrigen Lésungen von Hetero-auxin und 

Pikrinsaure. Rote Nadeln, Schmelzpunkt nach dem Umkrystallisieren aus 

: Benzol konstant bei 177°. Das Filtrat des Pikrates wurde dann nach den 

ie \nvaben von H. Miller?) mit Wolle zerlegt. Der Riickstand bestand aus 

is s-hwach gelblichen, verschmierten Krystallen, die bereits bei 35° zu erweichen 
nnen. 


gem . | 100 x 0,47 — 
nde & Drehung: [a]2° =— a ee 56 -==— 20,6°, in Athanol. 
oO Oo 


Wirksamkeit 8,3 Millionen AE pro Gramm. 


CU,, Das Pikrat wurde ebenfalls in 4 ccm Wasser und 0,5 ccm n/10-HCl 
mit Wolle zerlegt. Die Ausbeute aus 120 mg betrug nur 20 mg Hetero-auxin, 
das bei einer Konzentration von 9,75 im dm-Rohr keine Drehung zeigte. 
Die Wirksamkeit dieses Produktes betrug ungefahr 10 Milliarden AE pro 
Gramm. 

Chromatographische Adsorptionsanalyse von Hetero-auxin. Jie 

\dsorption erfolgte an fein gepulvertem Calciumearbonat, das 

sicli in emem 40 em langen Rohr von 4,5 em Durchmesser befand. 

sd Durchgesaugt wurde eine Lésung von 50 mg Hetero-auxin in 

‘het 5) cem Benzol. Danach wurde einmal mit 50 cem Benzol, dann 


it mit 30cem einer Benzol-Athanolmischung (10:1) und_ endlich 
: mit 30 cem Benzol-Athanol (10:5) entwickelt und das Adsorbens 


mut trocken gesaugt. Die Farbreaktion fiel im Filtrat negativ aus. 
| Die Adsorptionssiule wurde nunmehr in 6 Schichten aufgearbeitet, 
fi J = jede Schicht wurde in der Kalte 3mal mit Athanol extrahiert und 
7 dann die Athanollésungen einzeln zur Trockne gedampft. 
se raktion I: 2,9 mg eines farblosen Riickstandes, Farbreaktion 
! ut Kisenchlorid-Salzsiure negativ. 
iv fraktion II: 9 mg Riieckstand, der nur eine schwache Farb- 
; teastion und keine Drehung zeigte. 
‘raktion III: 18 mg Riickstand mit starker Farbreaktion, 
Drehung war nicht zu beobachten. 


| Vgl. R. Majima, Ber. chem. Ges. 58 2042 (1925). 
) Diese Z. 209, 207 (1932). 
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Fraktion IV: 14 mg Riickstand, deutliche Farbreaktion, « \). 
Drehung. 


Fraktion V: 838mg Riickstand mit sehwacher Farbreak: joy. 
Fraktion VI: kein nennenswerter Riickstand. 


Der obige Versuch wurde in derselben Weise wiederholt. })jc 
Riickstiinde der Schichten 1I—\V wurden vereinigt und gemein say) 
aus Wasser umkrystallisiert. Schmelzp. 165°. Eine 20°/,ige Losuny 
in Chloroform zeigte keine optische Drehung. Nach nochmaliver 
Umkrystallisieren aus Wasser blieb der Sehmelzpunkt konstani 
bei 165°. Ausbeute an reinem Produkt 89 mg. 

Die beiden ersten Fraktionen aus den Adsorptionsversuchen 
wurden ebenfalls vereinigt (insgesamt 6,1 mg) und auf optiscli 
Aktivitit gepriift : 


7 T 100 x 0,84 a ee 
| ) — ‘ 20 ' 
ak =~ se = 343°, in Athanol. 


Im Wentschen Pflanzentest waren diese Krystalle villi 
unwirksam; sie schmolzen nach dem Umkrystallisieren aus Benzo! 
konstant bei 167° und gaben mit /-Indolyl-essigsiure vom Schmelz). 
165° keine Schmelzpunktsdepression, die Verunreinigung ist 3 
mit Hetero-auxin isomorph. 


wT 





Gewinnung von Hetero-auxin aus dem Harn von E. W. V. nach 
dem alten Verfahren. 15 Liter Harn wurden ohne vorheriges An- 
siuern auf etwa 4 Liter eingedampft, der Auxingehalt betru: 
dann ungefihr 150 mg. Die Charge wurde nach dem normale. 
friiher beschriebenen Aufarbeitungsgang behandelt, d.h. aus 
geaithert, der Atherriickstand iiber Bicarbonat fraktioniert. de 
Riickstand der Saurefraktion mit Petrolaither und danach 
Ligroin ausgekocht. Ungelést blieben nach dieser Stufe etw: 
3,92 mit 110mg Auxin. Das Unldsliche wurde in gewolinte! 
Weise mit Benzol fraktioniert, in der wirksamen Fraktion hinter- 
blieben 900 mg Sirup mit 64mg Auxin. Nach der Ausfiihrun: 
der Bleisalz-, Calciumsalz- und Bariumsalzfallung schieden sic! 
in dem hochangereicherten Ol Krystalle aus, die abfiltriert wn! 
2mal aus Chloroform umkrystallisiert wurden. Ausbeute 62 mg 
mit einem konstanten Schmelzp. von 164,5°. Mischschmelzpunkt 
mit Hetero-auxin ohne Depression. Bei einer zweiten Aufarbei! Ww 
von Harn aus der gleichen Quelle wurden aus 50 Liter [tar 
180 mg Hetero-auxin erhalten. 





», 
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Darstellung synthetischer Produkte der Indolreihe. I. (-Indolyl- 
sure!) zeigte nach haufigem Umkrystallisieren aus Wasser den kon- 
en Schmelzpunkt von 165° und gab mit #-Indolyl-essigsaure aus Harn 


stal 
keine Schmelzpunktsdepression. Die Wirksamkeit im Wentschen Pflanzen- 
test betrug ungefahr 10 Milliarden AE pro Gramm. 


iI. f-Indolyl-£-propionsaure*), bei der Testreaktion unwirksam. 
(II. Indol-«-carbonsiure*), Wirksamkeit bei der Testreaktion geringer 
als 500 AE pro Gramm Substanz, d. h. also unwirksam. 


[V. Indol-f-carbonsaiure*), Wirksamkeit bei der Testreaktion sicher 
wer als 700 AE pro Gramm Substanz, d. h. also unwirksam. 


') Dargestellt nach R. Majima Ber. chem. Ges. 58, 2042 (1925). 
*) Dargestellt nach R. Majima, Ber. chem. Ges. 58, 2042 (1925). 


') Dargestellt nach E. Fischer, Ber. chem. Ges. 23, 2296 (1890). 


} 


‘) Dargestellt nach R.Majima, Ber. chem. Ges. 57, 1455 (1924); 
58, 2044 (1925). 


Uber den Einflu® der Auxine auf das Wurzelwachstui 
und tber die chemische Natur des Auxins der Graskoleoptiley, 


12. Mitteilung iiber pflanzliche Wachstumsstoffe’,, 


Von 
Fritz Koégl, A. J. Haagen-Smit und Hanni Erxleben. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Rijksuniversitat Utrecht.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. August 1934.) 


In der vorangehenden Mitteilung?) ist dargelegt worden, da{ 
bei der Wentschen Testreaktion auBer den Auxinen a und } 
auch noch die strukturell véllig andersartige /-Indolyl-essigsiiure 
(Hetero-auxin) eine Wirksamkeit in der gleichen GréBenordnung 
besitzt. Es erhob sich nun die Frage, ob in den Graserspitzen, 
die ja die historische Fundstatte und nach wie vor das wichtizste 
Studienobjekt der botanischen Wuchsstofforschung darstellen 
Auxin-a, Auxin-b oder Hetero-auxin hervorgebracht wird. Zu 
Beantwortung dieser Frage war zunichst zu priifen, ob Hetero- 
auxin wirklich alle bisher bekannten physiologischen Kigenschatften 
des Graserwuchsstoffs bzw. der krystallisierten Auxine a und )) 
zeigt. 

Fir die Untersuchungen des botanischen Instituts der Uni- 
versitaét Utrecht wurden in den letzten Jahren gréBtenteils hoch- 
gereinigte Wuchsstoffpraparate aus unserem Laboratorium ve": 
wendet, nachdem man sich iiberzeugt hatte, daB deren physio- 
logische Wirkungen mit jenen des Graserwuchsstoffs vollig iiber- 
einstimmen. So schreibt H. G. van der Weij?), daB auch die 
Geschwindigkeit und die Intensitaét des Transportes des Mais 
und des Harnwuchsstoffs von der gleichen GréBenordnung sind: 
er fand ferner, daf Auxin-a polar transportiert wird, wie das vol 
F. W. Went) beim Graserwuchsstoff bereits beschrieben war. 


re 
) 


1) 11. Mitt. Diese Z. 228, 90 (1934). 
*) Dissertation Utrecht, 1932, und zwar S. 390. 
3) Dissertation Utrecht, 1927, Rec. trav. bot. néerl. 25, 1 (1925). 
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Uber den Einflu8B der Auxine auf das Wurzelwachstum usw. 1()5 


Obschon die fiir die botanischen Untersuchungen verwendeten 
hoclivereinigten Wuchsstoffpraparate wohl zum gréBten Teil aus 
\uxin-a bestanden, war doch durch die Entdeckung des Hetero- 
juxins eine neue Sachlage geschaffen, die eine erneute Priifung 
Jer physiologischen Kigenschaften der einzelnen Auxine erforderlich 
machte. Bekanntlich regelt der Wuchsstoff aus den Graserspitzen 
nicht nur die gewodhnliche Zellstreckung, sondern er ist dariiber 
hinaus auch Vermittler bei den photo- und geotropischen Kriim- 
mungen der Pflanzen, wie das F. W. Went?) baw. H. E. Dolk?) 
mit ciner ausgezeichneten Versuchsmethodik nachgewiesen haben. 
Nach der Isolierung des Wuchsstoffs aus Harn haben wir uns bereits 
lavon aberzeugt, daB krystallisiertes Auxin-a auch bei den photo- 
{ geotropischen Kriimmungen der Haferkoleoptile die Funktion 
des Spitzenwuchsstoffs véllig tibernehmen kann. Bei diesen Ver- 
suchen ist allerdings genaueste Kinhaltung der von den genannten 
\utoren beschriebenen Methodik erforderlich. 

Man muBte nun mit der Moglichkeit rechnen, dai Hetero- 
auxin wohl bei der gewohnlichen Zellstreckung wirksam ware, 
daB es aber das Ansprechen auf photo- und geotropische Reize 
nicht vermitteln kénne. Der Versuch hat jedoch gezeigt, daB 
Hetero-auxin der dekapitierten Koleoptile, die auf Licht und 
Schwerkraftreize nicht mehr reagiert, die verlorengegangene 
Emptindlchkeit?) zuriickzugeben vermag. 

Der negative Geotropismus des Sprosses kommt nach den 
Forschungen der Wentschen Schule dadurch zustande, daB die 
Schwerkraft die Transportrichtung des Wuchsstoffs beeinfluBt ; 
(ie Unterseite einer horizontal gelegten Koleoptile erhalt auf 
(diese Weise mehr Wuchsstoff, so daf sich der Spro8 aufrichtet. 
\. Cholodny4) nimmt an, daB der positive Geotropismus der 
Wurzel auf analoge Weise zustande kommt. Mit rohem Spitzen- 
extrakt hat dieser Autor schon vor langerer Zeit eine Hemmung 
des Wurzelwachstums konstatieren kénnen. Wenn der gleiche 
Wuchsstoff das Wachstum der Koleoptile beschleunigt und das 
Wachstum der Wurzel hemmt, so wiirde der geotropische Reiz 
ebenfalls an der Unterseite einer horizontalen Wurzel eine An- 
reicherung von Wuchsstoff hervorrufen ; nun wird aber die weniger 


ul 


‘') Vgl. Anm. 3S. 104. 

“) Dissertation Utrecht, 1930 Proc. ak. Wetensch. Amst. 29 1113 (1926). 
') Die Phototropie-Versuche miissen wiederholt werden, sie sind bisher 
il aus experimentellen Griinden — nur einmal gegliickt. 

‘) Jahrb. f. wissensch. Bot. 65 (1926); Planta 6 (1928); Ber. dtsch. 
‘es. 81, 85 (1933). 
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gehemmte Oberseite stiirker wachsen und dadurch der postive 
Geotropismus der Wurzel erklirt sein. Es ist natiirlich ich; 
unsere Aufgabe, zu der Frage nach dem Mechanismus des posi iyey 
Geotropismus Stellung zu nehmen, zumal auf diesem Gebirt jy 
der botanischen Literatur noch keine vollkommene Ubereip. 


stimmung erreicht ist. In diesem Zusammenhang ist jedoch woh 
unsere Feststellung von Wichtigkeit, daB krystallisiertes Auxin-; 
das Lingenwachstum der Wurzeln bei unseren Haferpflanzchey 
hemmt, wenn diese in wabrigen Loésungen geziichtet werden. 
die das Auxin in sehr grofen Verdiinnungen enthalten.  \Vjp 





Wurzelhemmung durch Lésungen von Auxin-a. 
Verdiinnungen pro Liter: 


10 y | is | Gil» | — Kontrolle 


die Abbildung zeigt, bewirkt noch 0,1 y im Liter eine deutliche 
Hemmung; bei den folgenden Lésungen, die 1y und 10; 
Auxin-a im Liter gelést enthalten, ist eine zunehmende Hem- 
mung des Lingenwachstums der Wurzeln zu beobachten. — In 
den zuletzt genannten Lésungen entstehen kurze, dicke Wurzeln, 
die mit einem festen Pelz von Wurzelhaaren bedeckt sind. Wenn 
die Wurzelspitzen von 1 bis 2 Tage alten Keimpflainzchen sich 
dicht tber der Oberfliche solcher Auxinlésungen befinden. sv 
ist es sehr auffallend, daB die Wurzeln gleichsam widerstre)en. 
in das Wasser einzudringen, vielmehr einige Zeit an der Ober: 
fliche entlangwachsen. Diese Versuche sind in unserem te1pe- 
ratur- und feuchtigkeitskonstanten Dunkellaboratorium durch: 
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vetihrt worden. Der EinfluB des Lichtes, das Verhalten ver- 
<chiedener Pflanzenarten und insbesondere die Verwendung von 
Erdkulturen sind nur in orientierenden Versuchen  studiert 
worden, die wir noch nicht fiir publikationsfihig halten*). 

Wir haben weiterhin festgestellt, daB auch Hetero-auxin eine 
ausgesprochene Hemmung auf das Langenwachstum der Wurzeln 
ausiibt, wenn es dem Leitungswasser, in dem die Haferpflinz- 
chen geziichtet werden, in Konzentrationen von 0,1 7 bis 10 7 pro 
Liter zugesetzt wird. Innerhalb der Versuchswoche ist die Sprob- 
linge auch bei den Pflanzen mit stark gehemmtem Wurzelwachs- 
tun gegeniiber den Kontrollen nicht nennenswert zuriickgeblieben. 

Kin Gegenstiick zu der wurzelhemmenden Wirkung der Auxine 
fanden neuerdings Thimann und Skoog?), die feststellten, dah 
auch die Entwicklung der seitlichen Knospen von Vicia faba durch 
pflanzlichen Wuchsstoff gehemmt wird. Wir selbst haben schon 
vor lingerer Zeit betont, daB der Wuchsstoff ,,zur Steuerung des 
Wachstums** dient’). Emme gute Charakterisierung der Verhaltnisse 
findet sich in emer unliaingst erschienenen botanischen Unter- 
suchung von P. A. van der Laan’): 

Der Wuchsstoff ist nicht nur der Wachstum aus- 
lisende Reiz, wie man friher dachte, sondern dies 
pilanzliche Hormon hat oft eine regulierende Funktion, 
eshilt die verschiedenen Lebensprozesse der Pflanzen 
miteinander im Gleichgewicht." 

Nachdem sich durch die hier angefiihrten pflanzenphysio- 
logischen Versuche kein prinzipieller Unterschied zwischen Hetero- 
auxin und den Auxinen a und b ergeben hat, war die im Anfang 
dieser Mitteilung aufgeworfene Frage, welches unserer 3 Auxine 
von der Griserspitze hervorgebracht wird, noch vollig offen. Wie 
wir schon bei friiheren Gelegenheiten erwihnten, ist es praktisch 
vollig ausgeschlossen, aus Griserspitzen jemals geniigend Wuchs- 
stoff fiir die Isolierung zu gewinnen. Die héchste Ausbeute, die 
wir mit 10 Arbeitskraften pro Tag erzielten, war ein Rohextrakt, 
jer | y Wucehsstoff enthielt! Trotzdem war es uns méglich, die 


') Uber die Bedeutung der eventuellen Anwesenheit von Hetero-auxin 
in Stalldiinger ist aus dem genannten Grunde ebenfalls noch keine Aussage 
Zu machen. 

) Proce. Nat. Ac. of Science 19, 714 (1933);; vgl. auch R. Snow, Proc. 
Rov. Soc. London, B 108, 209, 305 (1931); B. 111, 86 (1932). 

) Naturwiss. 21, 17 (1933). 

) Dissert. Utrecht, 1934, S. 736. 
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Frage nach der Natur des Spitzenwuchsstoffs befriedigen: 
beantworten. 

F. W. Went?) hat im Jahre 1927 mit Hilfe der Wachst in. 
reaktion die Diffusionsgeschwindigkeit des Spitzenwuchsstof's jy 
aufeinander gestellten Agar-Agar-Wiirfelchen verfolgt. Aus dy 
Bestimmung des Diffusionskoeffizienten ergab sich ein Molek lar. 
gewicht von 376; unter Beriicksichtigung der méglichen Feiler. 
quellen war nach diesem Autor mit einem Wert zwischen 300 wn 
400 zu rechnen. Nach der Isolierung des krystallisierten Auxin-a, 
das ein Molekulargewicht von 328 besitzt, haben wir in (iesey 
verhiltnismaiBig guten Ubereinstimmung eine Stiitze fiir die 
Identitét bzw. nahe Verwandtschaft erblickt. Wir haben dies: 
Methode zum erstenmal selbst angewandt, als wir bei der Molekular- 
gewichtsbestimmung von Auxin-b nach Rast (wegen der l>- 
loslichkeit in Campher) Schwierigkeiten hatten. Es wurde der 
Wert 303 gefunden, der mit dem theoretischen Wert 310 vor- 
zuglich tbereinstimmt. Fir krystallisiertes Auxin-a wurde der 
Wert 376 erhalten, wahrend die Wiederholung des Wentschen 
Versuches mit dem Wuchsstoff aus Maisspitzen das Molekular- 
gewicht 346 ergab. Da f-Indolyl-essigsiure nur ein Molekular- 
gewicht von 175 besitzt, war es von gréBtem Interesse zu priifen, 
ob bei der biologischen Bestimmung des Diffusionskoeffizienten 
ein damit iibereinstimmender Wert gefunden wird. Dies war in 
der Tat der Fall, wir erhielten nimlich die Zahlen 177 und 1%). 

Das Ergebnis dieser Molekulargewichtsbestimmungen spriclit 
also eindeutig dafiir, da& in den Griserspitzen nicht Hetero-auxin, 
sondern die Auxine a oder b hervorgebracht werden. AuBer det 
iiberraschenden Leistungsfaihigkeit dieser Molekulargewichts- 
bestimmung auf biologischem Wege haben uns noch andere 
siinstige Umstande zu einer weiteren Aussage iiber die Natur (es 
Spitzenwuchsstoffs verholfen. Bei der Verseifung von Auxit- 
estern hatten wir friiher die Beobachtung gemacht, dai Auxin-a 
in der Warme sehr empfindlich gegen verdiinnte Laugen, abet 
relativ bestandig gegen Sauren ist. Auxin-b wird sowohl von Siurel 
wie auch von Laugen leicht angegriffen, wie das von einer /-|\eto- 
saure zu erwarten ist. Hetero-auxin zeigt die fiir Indolderivate 
charakteristische Saureempfindlichkeit, es kann aber, ohne \el- 
anderungen zu erleiden, mit heiBer Lauge behandelt werden. Aut 
Grund dieser verschiedenartigen Siéure—Alkali- Empfindlic! kell 


') Diss. Utrecht, 1927. 
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haben wir geprift, ob ein Wuchsstoffextrakt aus Maisspitzen seine 
\Wirksamkeit bei 3stiindigem Kochen mit 5°/,iger Salzsiure baw. 
mit In-Kalilauge embiBt. Die Wirksamkeit wird durch die 
\jkalibehandlung vernichtet — was ebenfalls mit dem Vorliegen 
yon Hetero-auxin unvereinbar ist — durch das Kochen mit Saure 
aber kaum verandert; hierdurch ist mit groBer Wahrscheinlichkeit 
auszuschlieBen, daB in der Graserspitze Auxin-b erzeugt wird. 
Davegen ist bisher keine Eigenschaft des Griser- 
wuchsstoffs bekannt, die gegen eine Identitat mit 
\uxin-a spricht! 

in der folgenden Mitteilung ver6ffentlichen wir experimentelle 
Beleve dafiir, daB die bei der Wentschen Testreaktion wirksamen 
\uchsstoffe aus Hefe, Aspergillus niger und Rhizopus nigricans nicht 
mit den Auxinen a und b, sondern mit Hetero-auxin identiseh sind. 

Der I. G. Farbenindustrie A.G., Werk Elberfeld, danken wir 
fi die bereitwilhge Unterstiitzung unserer Arbeiten. 


Experimenteller Teil. 


Bestimmung der geotropischen Wirksamkeit.'). Haferpflanzchen, 
die unter den Bedingungen der Testpflanzen gezogen waren, 
wurden im Alter von 4 Tagen dekapitiert und dann dicht tber 
dem Mesokotyl oberflichlich eingeschnitten; dann laBt sich durch 
vorsichtiges Beugen die Koleoptile vollstindig abbrechen und 
herausziehen. Sie wird auf eine in feuchtem Filtrierpapier steckende, 
atifrecht stehende Nadelspitze gesetzt und 11/, Stunden stehen 
velassen. Nach dieser Zeit wird das oberste Stiickchen, in dem 
sich eventuell neuer Wuchsstoff gebildet hat, abgeschnitten und 
cin wuchsstoffhaltiges Agarwirfelchen auf den Koleoptilstumpf 
vesetzt. Die Stiimpfe werden nun 1/, Stunde lang horizontal 
velegt und dann wieder aufrecht gestellt. Kontrollkoleoptilen, die 
keinen Wuehsstoff dureh die Agarwiirfelchen erhielten, waren 
hierber vollkommen gerade geblieben. Auxin-a und ebenso auch 
)-Indolyl-essigsiure gaben bei Verdiinnungen, die 1 mg Substanz 
in 45000 cem Lésung enthielten, nach 2 Stunden einen Kriimmungs- 
winkel von etwa 15°. Wenn man nichtdekapitierte Koleoptilen 
in corselben Weise der Einwirkung der Schwerkraft twberlaBt, so 
tit! ebenfalls eme starke Kriimmung auf. Derselbe Effekt wird 
boo vchtet, wenn die aufgesetzten Agarplittchen Griserwuchsstoff 


s}) 7 


ten. 


Vel. H. E. Dolk, a. a. O. 
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Wachstumsversuche mit Losungen von Auxin-a und Hetero. 
auxin. Fiir die Wachstumsversuche wurde der Hafer!) naci: dy 
iiblichen Weichzeit in Glasschalen geziichtet; die Versuche erfo ote, 
im temperatur- und feuchtigkeitskonstanten Dunkellaboratoyiuy, 
Die Auxine wurden in Leitungswasser geloést zugegeben, wiiliren( 
die Kontrollpflanzen nur Leitungswasser erhielten, und za 
wurden alle Lésungen taglich erneuert. Die Dunkelversiel, 
konnten nicht linger als 10—12 Tage durchgefiihrt werden, jedoc, 
war der Effekt der Wurzelhemmung bereits nach 2—3 Tagen 7) 
beobachten. Die Verdiinnungen, die die Hemmung_ bewirkcten, 
enthielten 0,1 7, 1 y, 10 7 Auxin-a bzw. Hetero-auxin pro Lite 
Wasser. Bei Verdiinnungen von 0,01 y Hetero-auxin pro Liter 
Fliissigkeit war kein hemmender HinfluB auf die Wurzeln mely 
zu konstatieren, die Sprosse waren dagegen eher etwas linger, 





Molekulargewichtsbestimmung mit Hilfe des Diffusionskoeffi- 
zienten?). Zur Ausfiihrung der Bestimmung wurden die fiir dev 
Test gebrauchlichen Agar-Agarplittchen von der GréBe 6 » 8 
0.45 mm _ benutzt. Die verschiedenen Wuehsstoffe wurden in 
destilliertem Wasser gelost, das 160 mg KCl pro Liter, aber keine 
Essigsiure enthielt. Ein Agarplattchen wurde mit einer Auxin- 
konzentration getrinkt, die im Pflanzentest theoretisch eine 
Kriimmung von etwa 40° geben miiBte, und fiir die Diffusion 
etwa 20—30 Minuten lang auf 4 gleich groBe Agarplattchen gelegt. 
Dabei sind Luftblasen zwischen den Plaittechen und iiberschiissige 
Feuchtigkeit sorgfaltig zu vermeiden. Nach der angegebenen Zeit 
wurden die Plattchen auseinandergenommen, jedes in Wiirfelchen 
von der fiir den Test erforderlichen GréBe geschnitten und au 
je 12 Pflanzchen auf ihren Auxingehalt untersucht. 





Die Bestimmung des Diffusionskoeffizienten erfolgte nach der 
’ h? . ' ¥ i 
Formel D ~~ sta? wobei h die Hohe der Plattchen und ¢ die 
Zeitdauer der Diffusion in Tagen angibt. Die von den experimentel 
bestimmten Kriimmungswinkeln abhangende GroBe x wurde naci 
den Formeln und Tabellen berechnet, die H. R. Bruins’) 1 
seiner Dissertation angegeben hat. Fir das Molekulargewicl' 


') Es wurde, wie bei den Testversuchen, Svaléfs ,,Siegeshafer” vel 
wendet. 
2) Vgl. F. W. Went, a. a. O. 
3) Dissert. Utrecht, 1922. Vgl. auch Stefan, Sitzgsber. Kgl. \kad. 
79, 161 (1879) und Kawalki, Wied. Ann. 52, 185 (1894). 
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: , 7 ‘ 
hesicht dann die Beziehung VM = nach dieser Methode 


D,;' 
wurden die folgenden Molekulargewichte gefunden: 
\Maisspitzenwuchsstoff im Rohextrakt. .Gef. 346 Ber. 828 
Auxin-a, krystallisiert ee » 928 
Indolyl-essigsiure, krystallisiert . ... ,, 177,190 ,, 175 
Auxin-b, krystallisiert. . ....... =,, 3808 » oe 


Sdureempfindlichkeit von Hetero-auxin. 0,4 mg MHetero-auxin 
warden in einem Tropfen Alkohol gelést und mit 1 cem 5°/piger 
Salzsiiure versetzt. Die Lésung wurde 2 Tage an der Luft stehen 
velassen und hatte sich in dieser Zeit rétlich gefairbt. Sie wurde 
neutralisiert und bei der Wentschen Testreaktion ausgewertet. 
Die Wirksamkeit war geringer als 40000 AE. pro Gramm. 

| mg Hetero-auxin wurde in 1 cem 5°/jiger Salzsiure 31/, Stun- 
den am RiekfluB gekocht, die Lésung ausgeithert und der Ather- 
riickstand physiologisch untersucht. Die Wirksamkeit war vollig 
verschwunden. 

Alkalibestandigkeit von Hetero-auxin. (,4mg Hetero-auxin wurden 
in | cem 0,1n-KOH an der Luft stehen gelassen; nach 2 Tagen 
wurde die Lésung mit Salzsiure neutralisiert und physiologisch 
veprift. Die Wirksamkeit war unverindert erhalten geblieben. 

| mg Hetero-auxin wurde mit 2,5 cem n-KOH 31/, Stunden 
am RieckfluB gekocht, danach angésiuert, ausgedthert und der 
\therriickstand im Pflanzentest untersucht. Die Wirksamkeit war 
unveraindert erhalten. 

Sdurebestandigkeit von Auxin-a. 1 mg reines Auxin-a wurde 
in einem Tropfen Alkohol gelést und mit 2 cem 5°/jiger Salzséure 
31 Stunden am RiickfluB gekocht; danach wurde die Lésung 
ausyedithert und der Riickstand physiologisch geprift. Die Wirk- 
sumkeit betrug nach wie vor 50 Milharden AE pro Gramm. 

Saureempfindlichkeit von Auxin-b. 0,1 mg Auxin-b wurde mit 
lecm 5®%/jiger Salzsiiure 3 Stunden gekocht, und danach der 
Riickstand des Atherextraktes ausgewertet. Das Priparat besaB 
keine Wuehsstoffwirkung mehr. 

Alkaliempfindlichkeit von Auxin-a. 0,9 mg eines auxin-a- 
haltiven Hochvakuumdestillates von der Wirksamkeit 18 Mil- 


hardin AK pro Gramm wurden 31/, Stunden mit 2 cem 0,5n-KOH 
am iekfluB gekocht. Die Lésung wurde mit Salzsiure an- 


ves ort und der Riickstand der Atherlésung physiologisch unter- 





112 F. K6égl u. Mitarb., Einflu8 der Auxine auf d. Wurzelwachstun is) 


— 


sucht. Die Wirksamkeit betrug 100000 AE pro Gramm, wa 
auf weniger als 0,001°/, zuriickgegangen. 

Alkaliempfindlichkeit von Auxin-b. 0,1 mg Auxin-b vor (dy 
Wirksamkeit 50 Miliarden AK pro Gramm wurden 38 Stiiidey 
mit 0,5 eem 0,5n-KOH gekocht. Danach wurde die Loésune ap. 
gesiiuert und ausgeithert; der Atherriickstand zeigte im Pflaizey. 
test keine Wirksamkeit mehr. 

Saurebestandigkeit von Spitzenextrakt. Maispflinzchen iy 
Alter von 6—7 Tagen wurden dekapitiert und die abgeschnitt ene 
Spitzen mit Wasser extrahiert. Der wiBrige Extrakt von 6500) |i 
7000 Spitzen wurde gesammelt und nach dem Ansiéuern mit Salz- 
siure mit Ather ausgeschiittelt. Nach dem Verdampfen des At her: 
wurde der Riickstand 3 Stunden mit 1,5 cem 5°/jiger Salzsiiun 
sekocht, die Lésung nach dem Erkalten ausgeathert und de 
Atherriickstand im Pflanzentest gepriift. Wirksamkeit 6600 AF. 
In einem Parallelversuch haben wir uns wberzeugt, daB der Extra 
aus 6000 Spitzen etwa 6000 AK enthalt. 

Alkaliempfindlichkeit von Spitzenextrakt. Der wibrige Extrakt 
von 7000 Spitzen wurde nach dem Ansauern ausgeithert und di 
iitherische Lésung zur Trockne gedampft. Der Riickstand wari 
mit 1 cem 0,5n-KOH 31/, Stunden am RiickfluB gekocht. au. 
gesiuert und ausgeithert. Der Atherriickstand besaB im Pflanzen: 
test absolut keine Wirksamkeit mehr. 


Berichtigung 
zur Arbeit S. vy. Reichel: Uber die Hydrierung des Ergosterin 
und des 22-Dihydroergosterins. Diese Z., Bd. 226, 8S. 14°. 
S. 147, Zeile 26 statt ,es schmolz dann bei 193°“ soll es heiben: ..«: 
schmolz dann bei 175°". 


Berichtigung 


gur Arbeit Katashi Makino: Uber den Nucleinstoftwechsel. 
Diese Z., Bd. 225, S. 147. 


Leider ist mir bei Abfassung obiger Arbeit die Mitteilung von F. bie 
schowsky und Fr. Klemperer, Diese Z. 211, 69 (1932) entgang 
mit den Fermenten des Kalbsdarms die gleiche Spaltung durchgefii! 
dabei auch Guanosin, Inosin, Uridin und Cytidin gefunden haben. 


- ; Ho pe.s 
Dairen, den 30. August 1934. ‘ Mak i Pt 
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